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. .  REFERENCIAS. 
CONSIDERACIONES GENERALES 
Los organismos pluricelulares son sistemas en los cuales 
las células que los constituyen se disponen según un patrón 
temporal y espacial esencialmente constante. Esta dispo- 
sicidn altamente ordenada de los diferentes tipos celulares, 
agrupados en tejidos y órganos con funciones especializadas, 
resulta en un estado que permite, aun a costa de un enorme 
gasto energéticb, la supervivencia del individuo en un medio 
ambiente adverso. 
La presión evolutiva ejercida sobre los seres vivos durante 
millones de años derivó en la formaci6n de una compleja trama 
de interacciones intercelulares, encargadas de garantizar el 
funcionamiento de sus elementos en forma coordinada. La exis- 
tencia de moléculas que actúan como transmisoras de infor- 
mación entre c6lulas se comprueba ya a niveles de organi- 
zación muy primitivos, y ha sido, y sigue siendo, el objeto 
de estudio de una vasta drea de la ciencia experimental. 
Ahora bien, dejando de lado los mecanismos moleculares que 
contribuyen a la estabilidad de un organismo, considerado 
6ste en términos de población celular, es necesario destacar 
que en los organismos rnás evolucionados, una parte impor- 
tante de dicha poblacidn se ha diferenciado, no ya para 
contribuir a la perpetuación del individuo sino a la de la 
especie. 
La existencia de un mecanismo de reproduccirjn sexual no es 
un requisito para este fin: las formas menos evolucionadas de 
vida se reproducen por gemación o mitosis, dando origen a una 
descendencia geneticamente idéntica a la del organismo 
parental. Pero un progresivo aumento en la complejidad de los 
organismos, junto a la mayor necesidad de generar individuos 
genéticamente aptos para la supervivencia, resultó en la apa- 
rición de gametas, que permiten a traves de su fusión durante 
el proceso de fertilizacion, la recombinación del material 
genómico de dos miembros separados de la especie. Este 
proceso parece ofrecer enormes ventajas evolutivas, por 
cuanto ha sido adoptado por la gran mayoria de los orga- 
nismos. De esta manera, si bien todas las células de un indi- 
viduo contribuyen, en diferente medida, a su estabilidad, la 
perpetuación de la especie depende enteramente de la funcio- 
nalidad de las llamadas celulas germinales, y existe una 
enorme presión selectiva para ajustar la estructura de un 
organismo como un todo, de manera de proveer a aquéllas la 
máxima probabilidad de supervivencia. 
El estudio de la reproducción sexual ha atraído la aten- 
ción del hombre aun desde mucho antes de que se estable- 
cieran las bases modernas de la investigación cientifica. En 
uno de sus más fascinantes ensayos, Rostand (1945) relata la 
evolución del conocimiento de la fisiología de la repro- 
ducción a partir de las teorias de Hipócrates. A esta altura, 
sin embargo, es en cierta manera innecesario decir que sólo 
con el advenimiento de las técnicas desarrolladas en el 
último siglo fue posible comprender en detalle los eventos 
celulares involucrados en la formaci6n de gametas funcio- 
nales. En el caso particular del tracto genital masculino, se 
dispone de una extensa información sobre el proceso de 
espermatogénesis, y sobre las modificaciones posteriores que 
contribuyen a la formación de espermatozoides viables. No 
obstante, existen aún numerosos puntos por aclarar, particu- 
larmente en relación a los precisos mecanismos de control 
hormonal de los procesos mencionados. 
El propósito del presente trabajo ha sido contribuir al 
conocimiento de dichos mecanismos. 
INTRODUCCION 
El tracto genital masculino de los mamíferos comprende un _ 
conjunto de órganos y conductos involucrados en la pro- 
ducción de los espermatozoides y su maduración, transporte y 
expulsi6n para la fecundacidn (Figura 1). Estos órganos 
pueden clasificarse funcionalmente en 3 grupos: 
a) las gonadas, encargadas de la producción de esperma- 
tozoide~ y de la síntesis de una variedad de factores, de los 
cuales los más importantes son los andrógenos, de naturaleza 
esteroide. 
b) las vías eferentes, formado por los conductos eferentes, 
el epidídimo, el conducto deferente y la uretra, cuya función 
consiste en almacenar y transportar los espermatozoides. 
C) las glándulas sexuales accesorias (próstata, vesiculas 
seminales, glándulas bulbouretrales o de Cowper y glándulas 
uretrales o de Littré), cuyas secreciones facilitan la 
emisión de semen a través de los conductos y constituyen la 
principal fraccidn del liquido seminal. 
Todos estos órganos se diferencian en fases tempranas del 
desarrollo, adquiriendo caracteristicas anatómicas, histo- 
lógicas y funcionales propias, esenciales para la ríptima pro- 
ducción de los espermatozoides y para el mantenimiento de su 
viabilidad y funcionalidad. Nos detendremos a describir estos 
aspectos en los dos Órganos objeto de nuestro estudio, el 
Figura 1. Esquema del tracto genital masculino de la rata. 1 : 
testículo. 2: cabeza de epidídimo. 3: cuerpo de epididimo. 4: 
cola de epidídimo. 5: conducto deferente. 6: vesículas semi- 
nales. ? :  glgndulas coagulantes. 8: próstata. 9: glándulas 
bulbouretrales. 10: pene. 11: glándula prepucial. 
testículo y el epididimo. 
- 
DESCRIPCION ANATOMICA, HISTOLOGICA Y FUNCIONAL DEL TESTICULO 
Y EL EPIDIDIMO 
El testículo. Su función endócrina Y ~arneto~énica. 
El testículo es un órgano encapsulado, que en la mayoría de 
los casos se encuentra ubicado en el saco escrotal. Se halla 
compuesto por una serie de túbulos, separados por una trama 
de tejido intersticial. Los túbulos seminíferos poseen un 
diámetro de 200 a 250 wm, y su número varía desde 30 en la 
rata hasta más de 1000 en el hombre. Ambos extremos de los 
túbulos se abren hacia la rete testis, comunicada a su vez 
con los conductos eferentes que transportan su contenido 
fuera del órgano. 
El análisis histológico del túbulo seminífero revela la 
existencia de diferentes tipos celulares cuya distribución 
varía tanto espacial como temporalmente. Entre éstos, las 
pt5lulas de Sertoli se eaienden desde la membrana basal hacia 
el lumen, y forman entre si uniones estrechas. Presentan un 
núcleo irregular cercano a la membrana basal, y numerosas 
mitocondrias y cuerpos densos (lisosomas y vacuolas hetero- 
géneas). En íntimo contacto con estas celulas se distinguen 
las cglulas ~erminales que darán origen, a través de una 
compleja serie de transformaciones (espermatogénesis), a los 
espermatozoides capaces de ser transportados hacia las vías 
eferentes (Fawcett, 1975). Numerosos estudios destacan la 
alta actividad fagocítica y secretaria de la célula de 
Sertoli, esencial para el mantenimiento de la esperma- 
togénesis, en amplia concordancia con la definición original 
de "célula nodriza" propuesta por Sertoli ya en 1865. En 
efecto, a través de esta interacción nutricional, la célula 
de Sertoli provee lactato y piruvato para el metabolismo 
energético de las células germinales. En 1901, Regaud añadió 
a esta función la capacidad de fagocitar los cuerpos cito- 
plasmáticos residuales que se desprenden de la espermátide. 
M s  recientemente, se han analizado muchos otros aspectos de 
la biologia de la célula de Sertoli, que incluyen la sintesis 
y secreción de proteínas tales como la proteina ligadora de 
andrógenos (ABP), ceruloplasmina, transferrina testicular, 
activador del plasminógeno y una proteína sulfatada SPGZ 
(Wilson y Griswold, 1979; Wright y col., 1981; Bardin, 1984). 
La célula de Sertoli se halla asimismo involucrada en la pro- 
ducción de varios factores tales como inhibina, un poli- 
péptido mitogénico y un factor inhibidor de la meiosis 
(Bardin, 1984). 
La existencia de uniones estrechas entre células de Ser- 
toli establece una separación tanto anathmica como funcional 
entre ambos compartimientos del testículo. A s í ,  sólo aquellas 
sustancias originadas en el sector intersticial o trans- 
portadas por vía sanguínea capaces de atravesar la llamada 
barrera hematotesticular alcanzarán el lumen tubular y vice- 
versa. Por lo tanto, el ambiente en el que las células germi- 
nales se diferencian a espermatozoides se encuentra condi- 
cionado en forma absoluta por la actividad de las células de 
Sertoli. 
La pared de los túbulos se compone de cuatro capas: la 
interna, no celular, rodeada por una capa de células mioide.;, 
una tercera capa de fibras de colágeno y finalmente una capa 
de células endoteliales que delinea los sinusoides linfá- 
ticos del tejido intersticial. Esta disposición de células y 
fibras permite la contraccidn del túbulo seminifero para la 
expulsión de los espermatozoides hacia el lumen (Setchell y 
Brooks, 1988). 
El tejido intersticial ocupa el espacio entre túbulos adya- 
centes, y contiene todos los vasos sanguineos y linfáticos 
del parénquima testicular. El tipo celular más importante en 
este espacio es el formado por las células de Levdig, cuya 
función principal es la de sintetizar y segregar andrógenos 
que regulan el desarrollo y el mantenimiento de todo el 
tracto genital masculino, como también el de las carac- 
terísticas sexuales externas (Mooradian y col. , 1987). La 
actividad esteroidogénica y secretoria de la célula de Leydig 
es revelada por la presencia de un reticulo endoplasmático y 
un aparato de Golgi altamente desarrollados, y numerosas 
gotas lipidicac y lisosomas (Christensen, 1975). El inters- 
ticio presenta además un número apreciable de células precur- 
soras ( "mast cells") y macrófagos. 
La actividad esteroidog6nica de las células de Leydig pre- 
senta un perfil bifásico durante el desarrollo. En la vida 
embrionaria, las células de Leydig aumentan en número y 
tam&o, y sus secreciones estimulan la diferenciación del 
tracto genital masculino. Luego de este período, las células 
involucionan y se mantienen en regresión hasta la pubertad, 
etapa en la aparecen las células responsables de mantener el 
trofismo de los órganos sexuales accesorios durante la vida 
adulta. 
Las gonadotrofinas hipofisarias son los principales regu- 
ladores de la función tssticular, en particular FSH (junto 
con andrógenos) sobre las células de Sertoli (Means, 1975), y 
LH sobre las células de Leydig (Eik-Nes, 1S75):La acción de 
FSH es mediada por receptore& específicos ubicados en la 
C .  
membrana plasdtica de las éelulas de Sertoli. Esta glico- 
proteína regula una variedad de procesos celulares que 
conducen a la creación de un medio óptimo para el desarrollo 
de las células germinales. Entre dichos procesos cabe 
mencionar : 
a) la producción de nutrientes para las células germinales, 
tal es como lactato y piruvato (Mitta y Ha1 1, 1982). 
b) la secreción de líquido tubular (Setchell, 1978). 
C) la síntesis de inhibina (Steinberger y Steinberger, 1976). 
d) la síntesis de ABP (Hansson y col., 1975). 
e) la actividad aromatasa, responsable de la síntesis de 
estrógenos (Dorrington y col. , 1978). 
En cuanto a la acción de LH, se han descripto receptores 
específicos para esta hormona en la membrana plasmática de 
las células de L'eydig, sobre las cuales ejerce un efecto 
estimulatorio de la síntesis de andrógenos (Eik-Nes, 1975). 
Adeds, esta hormona participa en el mantenimiento del número 
de células de Leydig y de su actividad metabólica. 
Si bien las gonadotrofinas hipofisarias son esenciales para 
el desarrollo y/o mantenimiento de la actividad testicular, 
un número cada vez mayor de factores demuestran hallarse 
involucrados en la regulación de diferentes funciones en 
ambos compartimientos. Además, la descripci6n de un intenso 
diálogo químico entre los diferentes tipos celulares del 
testículo (interacciones Sertoli- germinal, Sertoli- Leydig, 
Sertoli- mioide y Leydig- mioide) (Skinner, 1987) destaca la 
enorme importancia de las interacciones parácrinas para el 
mantenimiento de la función testicular. 
El e~idídimo. Su ~artici~ación en la maduración de los 
Una vez producidos en el testículo, los espermatozoides 
llegan, a través de la rete testis y los conductos efe- 
rentes, al epidídimo. Luego del tránsito a través de este 
órgano, son almacenados en su segmento dista1 hasta el 
momento de la eyaculación. En este caso, los espermatozoides 
serán conducidos'por el conducto deferente y se diluirán con 
las secreciones de las glándulas accesorias, principalmente 
las provenientes de la próstata y las vesiculas seminales. 
Entre los procesos suscintamente descriptos hasta aqui, 
sólo recientemente han merecido atención las trans- 
formaciones que ocurren en la estructura y función del esper- 
matozoide durante su tránsito por el epidídimo. Hasta fines 
de la década de 1930, se consideraba al epidídimo como un 
simple órgano de tr6nsito de los espermatozoides. Los 
primeros estudios tendientes a estudiar la participación del 
epidídimo en la maduración de los espermatozoides fueron rea- 
lizados por Benoit en 1926, y Young entre 1929 y 1931. A 
pesar de estos antecedentes, el estudio de la fisiología del 
epididimo cobró un notable impulso recién a fines de la 
década de 1960. En esa época, una serie de estudios rea- 
lizados por Orgebin-Crist (1967,1969) y Bedford (1967) 
demostró que la función del epidídimo no se limitaba al 
transporte y almacenamiento de los espermatozoides, por 
cuanto éstos sufren, durante el tránsito a su través, una 
variedad de cambios morfol6gicos, bioquímicos y funcionales 
resultantes de su interaccihn con productos de secreción del 
epitelio epididimario. 
El epidídimo es un órgano par, adyacente al testículo, que 
se extiende desde el polo anterior al polo posterior de dicho 
órgano, y se halla estrechamente unido a él por tejido conec- 
tivo y una cubierta de tejido adiposo. Consiste en un Único 
túbulo altamente enrollado, con una longitud que varía de 3 
metros en el humano, a 80 metros en el caballo (Maneely, 
1959). La disposición espacial de este túbulo, demarcada por 
tabiques de tejido conectivo, permite dividir a este órgano 
en 3 segmentos: cabeza (caput o sector proximal), cuerpo 
(corpus o sector medio) y cola (cauda o sector distal), si 
bien algunos autores (Hamilton, 1975) consideran la exis- 
tencia de una zona entre los conductos eferentes y el caput 
epididimario, denominada segmento inicial, que se encuentra 
más vascularizado que el resto del órgano y posee carac- 
teristicas histolc5gicas propias. Los diferentes segmentos del 
epididirno presentan diferencias tanto histológicas como bio- 
químicas y funcionales (Robaire y Hermo, 1988). 
A los fines de su estudio, podemos considerar al epidídimo 
dividido en 2 compartimientos: por un lado, el constituido 
por el epitelio tubular y la trama de tejido conectivo 
intersticial, y por otro el compartimiento luminal, que com- 
prende al líquido proveniente de la secreción testicular, los 
espermatozoides y otras estructuras de diversa naturaleza. 
Como veremos más adelante, una profunda interacción entre 
ambos compartimientos provoca importantes modificaciones 
tanto del contenido luminal como de la actividad de las 
células epiteliales. 
Histológicamente, se distinguen en el epitelio epi- 
didimario varios tipos celulares, distribuidos en forma 
desigual a lo largo del túbulo. 
Las células ~rinci~ales son células altas que se tiñen 
moderadamente, y presentan estereocilias formando un ribete 
en cepillo. Presentan un núcleo redondeado pálido con un 
nucleolo prominente, y un aparato de Golgi muy desarrollado. 
Las células apicales son exclusivas del segmento inicial, 
se identifican por un citoplasma fuertemente teñido, un 
núcleo elongado en la parte apical, y una base angosta en 
contacto con la membrana basal. En cabeza, cuerpo y cola, 
estas células dan origen, hacia el día 28 de edad en la rata, 
a las células claras. 
Las  células claras se caracterizan por una región apical 
densamente vacuolada, y por la presencia de numerosos 
grdnulos densos. La región basa1 presenta cuerpos pálidos o 
moderadamente densos. 
Las células basales son células planas que residen en 
base del epitelio, en contacto con la membrana basal. Tienen 
un núcleo elongado o esférico con acúmulos periféricos de 
cromatina condensada. Presentan numerosas interdigitaciones 
con las células principales. 
Finalmente, las células halo se identifican por un núcleo 
denso, que muestra acúmulos periféricos de cromatina conden- 
sada, rodeado por un citoplasma pálido. Son consideradas 
linfocitos intraepiteliales. 
El epitelio epídidimario se halla rodeado por una capa mus- 
cular, cuyo espesor aumenta hacia los segmentos distales. El 
tejido intersticial aparece poblado de fibroblastos, capi- 
lares, vasos linfáticos, peque5os nervios, macrófagos, fibras 
y otros elementos estructurales que contribuyen a mantener el 
enrollamiento del túbulo. 
Se atribuye en la actualidad un vasto número de funciones a 
este órgano, relacionadas con alteraciones en la estructura 
del espermatozoide y en la composición química del fluido 
proveniente del testículo. Entre las funciones más rele- 
vantes podemos mencionar : 
1) absorción: el epidídimo, en particular el segmento ini- 
cial y la cabeza, absorbe grandes volúmenes del fluido segre- 
gado a la rete testis por los túbulos seminíferos, como as5 
también material particulado. En algunas especies, este 
volumen alcanza el 90% del producido por el testículo (Crabo 
y Gustafsson, 19643. Estudios recientes (Turner y col., 1984) 
indican que en la rata, los espermatozoide~ son concentrados 
20 veces entre la rete testis y la cola del epidídimo. La 
absorción de agúa es acompañada por la absorción con junta de 
iones tales como cloruro y sodio (Crabo y Gustafsson, 1964; 
Levine y Marsh, 1971; Wong y Yeung, 1978) y carnitina (Hinton 
y Hernández, 1985). Por otra parte, se demostró que el epi- 
telio epididimario es capaz de internalizar, por endo- 
citosis, diversos marcadores de alto peso molecular inyec- 
tados en el lumen (Friend y Farquhar, 1967; Moore y Bedford, 
1979b; Hermo y Morales, 1984; Hermo y De Melo, 1987). La pre- 
sencia de vesículas recubiertas de clatrina sugiere que la 
endocitosis mediada por receptor estaría involucrada en la 
internalización de macromoléculas. Entre las proteínas que 
son absorbidas del lumen por el epitelio epididimario figuran 
ABP (Pelliniemi y col., 1981; Attramadal y col., 1981), 
a-2-macroglobulina (Djakiew y col., 1984, 1985) y trans- 
ferrina (Djakiew y col., 1986). 
2) secreción: en los últimos años, se ha hecho evidente que 
el epididimo segrega hacia el lumen una variedad de especies 
que son captadas de la circulaci6n o sintetizadas en el epi- 
telio. Entre ellas, resulta importante destacar: 
a) iones: la composición i6nica del fluido de la rete testis 
varía considerablemente al entrar al epidídimo, y este fluido 
sufre posteriores modificaciones durante el tránsito a través 
de este 6rgano (Turner y col. , 1977; Jenkins y col. , 1980). 
A s í ,  la concentración de potasio es máxima en el cuerpo, 
mientras que la concentración de f6sforo se incrementa a lo 
largo del túbulo epididimario. Esté incremento se debe a un 
aumento en la concentración de fosfato, como así también a la 
incorporaci6n de fósforo en glicerilfosforilcolina y 
fosforilcolina. 
b) compuestos orgánicos de bajo peso molecular: carnitina 
(Hinton y Setchell, 1980; Brooks, 19801, inositol (Tuck y 
col., 1970; Lewin y col. , 1976; Robinson y Fritz, 1979; 
Cooper, 1982) y glicerilfosforilcolina (Hammerstedt y Rowan, 
1979). 
c) proteínas: por técnicas de micropunción, Koskimies y 
Kormano (1975) y Turner (1979) demostraron que el perfil 
electrofor~tico de las proteínas del -1umen epididimario 
difiere marcadamente del obtenido del fluido de la rete 
testis, y aun varia considerablemente en los diferentes 
segmentos del órgano. Entre las proteínas segregadas al lumen 
por el epitelio, merecen especial atención las glíco- 
proteínas que se unen al espermatozoide, interviniendo en el 
proceso de maduración (Cameo y Blaquier, 1976; Lea y col., 
1978; Acott y Hoskins, 1978; Garberi y col., 1979; Brooks y 
Higgins, 1980; Olson y Orgebin-Crist, 1982). Por otra parte, 
diferentes autores demostraron la presencia en el lumen de 
proteínas tales como albúmina, a-2-macroglobulina, trans- 
ferrina y ABP y numerosas actividades enzimáticas (Hamilton, 
Hohlbrugger y col., 1982; 1980; Besancon y col., 1985; 
Mayorga y Bertini, 1985). 
3) síntesis Y metabolismo de esteroides: según algunos au- 
tores, el epidídimo de diversas especies parece poseer la 
maquinaria enzimática necesaria para la sintesis de andró- 
genos a partir de acetato, colesterol o esteroides precur- 
sores (Hamilton y col., 1969; Hamilton y Fawcett, 1970; 
Hamilton, 1971; Evans y Johnson, 1975). No obstante este 
hecho, es evidente que la principal acción metabolizante de 
esteroides en este órgano consiste en la 5a-reducción de la 
testosterona proveniente del testículo, resultando en la pro- 
ducción de 5a- dihidrotestosterona (5a-DHT), compuesto con 
una mayor actividad androgénica (Inano y col. , 1969; Gloyna y 
Wilson, 1969). En la actualidad ha sido bien establecido que 
la 5a-reduccidn de-la testosterona es un requisito para la 
acción androgénica en el epidídimo. En la mayoría de las 
especies estudiadas, la actividad 5a-reductasa es máxima en 
la cabeza del epidídimo (Robaire y col., 1977; Pujol y 
Bayard, 1978; De Larminat y col. , 1980). Con respecto a su 
perfil ontogénico, la actividad 5a-reductasa epididimaria es 
indetectable durante las dos primeras semanas de edad en la 
rata, y aparece en el epididimo antes del comienzo de la 
entrada de espermatozoides en el órgano (Scheer y Robaire, 
1980). 
4) otras vías metabólicas: ha sido descripta en el epidídimo 
la existencia de vías de síntesis de prostaglandinas (Bartke 
y Koerner, 1974; Badr y col., 1975) y del metabolismo del 
gluta.t;ión (Tate y Orlando, 1979) y la vitamina D (Kidroni y 
col. , 1983). 
5) espermiofwia: consiste en la resorción y destrucción de 
los espermatozoides no eyaculados (Amann y Almquist, 1962: 
Orgebin-Crist, 1962). 
Con la posible excepción del fenómeno de espermiofagia, aún 
no estudiado en detalle, todos las funciones del epidídimo 
descriptas en párrafos anteriores dependen, en diferente 
grado, de una correcta provisión de andrógenos. Sin embargo, 
se han observado numerosas discrepancias con respecto a la 
sensibilidad a los andrógenos de las funciones estudiadas. 
Causa de ello, en parte, es la particular situación del epi- 
dídimo en relación a los demás árganos andró- 
geno-dependientes. En primer lugar, el aporte de andrógenos 
al epidídimo se efectúa al menos por 3 vías: el aporte 
sanguíneo a través del plexo pampiniforme (Setchell y Brooks, 
1988), el aporte luminal a través del fluido testicular 
(Ganjam y Amann ,19761, junto a la activa metabolización a 
andrógenos activos, y muy probablemente la síntesis de andró- 
genos en el propio tejido, como ya comentáramos. De esta 
manera, la concentración intraepididimaria de andrógenos es 
inusualmente alta, y resulta a menudo difícil evaluar en qué 
medida contribuye cada uno de estos aportes al mantenimiento 
de una función en particular. Resultados obtenidos por Prasad 
y col. (1973) sugieren que el umbral de concentración de 
andrógenos requerido para su acción es mayor en el epidídimo 
que en los otros órganos andrógeno-dependientes. En segundo 
lugar, el fluido testicular provee al epididimo numerosos 
factores no androgénicos que probablemente afecten en forma 
parácrina algunas de las -funciones del epididimo, y estos 
efectos son difícilmente distinguibles de los de los andró- 
genos. A este respecto, resulta importante señalar que el 
segmento inicial parece ser dependiente, para su trofismo, de 
factores testiculares no androgénicos, por cuanto la 
regresión post-castración observada en este segmento no es 
prevenida por la administración de andrógenos exógenos, aun 
en altas dosis, en igual medida que los segmentos más 
distales (Fawcett y Hof f er, 1979). 
De lo dicho anteriormente, es necesario rescatar una con- 
clusión importante, extrapolable a la acción de cualquier 
hormona sobre un órgano o tejido efector: no es posible 
considerar la respuesta a una hormona en forma global, sino 
en referencia a los diferentes parámetros que se determinen 
individualmente. Por consiguiente, la búsqueda de nuevos 
parámetros utilizables como marcadores de acci6n hormonal es 
un importante recurso para el estudio de la acción hormonal. 
Así, la descripción de indicadores de sensibilidad a hor- 
monas y antihormonas constituye un aspecto clave de la 
endocrinología molecular. En particular, la hormono-depen- 
dencia de un determinado proceso metabólico va a ser indica- 
tiva de la necesidad del órgano de mantener niveles 
constantes de ciertos metabolitos, y por consiguiente de la 
importancia de dicho proceso en su funcionalidad. 
Es conveniente analizar cuáles son los procesos celulares 
que han demostrado ser de mayor utilidad para el estudio de 
la acción hormonal. Nos referiremos en particular al meta- 
bolismo de las poliaminas, que en los últimos años ha sus- 
citado un gran interés en el área de la fisiología y la bio- 
química end6crinas. 
BIOQUIMICA DE LAS POLIAMINAS: METABOLISMO, REGULACION Y 
PARTICIPACION EN LA FUNCION CELULAR. 
Síntesis, interconversión Y catabolismo de ~oliaminas 
En el curso de las Últimas décadas, las poliaminas han 
pasado de ser consideradas productos de la putrefacción 
bacteriana u oscuros constituyentes del semen, a esenciales 
componentes celulares. Las poliaminas son compuestos iónicos, 
de bajo peso molecular y naturaleza quimica sencilla. En la 
Figura 2 se detallan las fórmulas estructurales de las 
poliaminas más abundantes, espermidina y espermina, y de su 
precursor, putrescina, como así también las de sus prin- 
cipales derivados naturales. La putrescina es simplemente una 
diamina alifática, el 1,4-diaminobutano. La espermidina y la 
espermina son formados por uni6n de uno o dos grupos amino- 
propilo, respectivamente, a los grupos mino de la 
putrescina. 
La mayoría de las bacterias contienen putrescina y esper- 
midina en alta concentración. La sintesis de espermina 
comienza durante la evolución junto a la aparición del 
núcleo, por cuanto se halla presente exclusivamente en orga- 
nismos eucariontes. Sin embargo, esto no implica que su loca- 
lización sea exclusivamente nuclear, si bien su concen- 
tración es considerablemente mayor en el núcleo que en el 
citoplasma (Mach y col., 1982). 
Todos los tejidos de los organismos vertebrados contienen 
putrescina, espermidina y espermina en concentraciones en el 
rango de nmoles a  moles por gramo de peso húmedo, mientras 
que otras aminas quimicamente relacionadas a éstas se encuen- 
tran en concentraciones insignificantes. El hecho de que 
estos compuestos hayan sido seleccionados en etapas muy 
tempranas de la evoluci6n, y de que hayan persistido en todos 
los tipos celulares de una amplia variedad de organismos, es 
el mejor argumento a favor de su gran importancia fisio- 
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lógica. Dicha importancia es aun remarcada por la existencia 
de los refinados mecanismos de regulación que la célula uti- 
liza para controlar su síntesis, interconversión y degra- 
dación (Seiler y Heby, 1988). 
El camino de síntesis, interconversión y catabolismo de las 
poliaminas se encuentra esquematizado en la Figura 3. En una 
primera etapa, el aminoácido L-ornitina, que es captado de la 
circulación o sintetizado a partir de la arginina, es descar- 
boxilado por acción de la enzima L-ornitina descarboxilasa 
(ODC),  dando lugar a la formación de putrescina. La síntesis 
de espermidina ocurre por aminopropilaci8n de la putrescina, 
catalizada por la espermidina sintetasa. A su vez, la amino- 
propilación de la espermidina por la espermina sintetasa 
resulta en la formación de espermina, que posee el mayor 
carácter iónico y básico de las poliaminas naturales. 
La síntesis de espermidina y espermina por las amino- 
propiltransf erasas mencionadas requiere como sustrato 
5' 4eoxi-5'  -S-(3-metiltiopropi lamino) -sulf oadenos ina ( "S-ade- 
nosil-L-metionina descarboxilada", dSAM) , formada por acción 
de la S-adenosil-L-metionina descarboxilasa (SAMDC) sobre la 
S-adenosil-L-metionina (SAM). Este último compuesto es de 
gran importancia en el metabolismo celular, al ser sustrato 
de numerosas reacciones de metilación de proteínas y ácidos 
nucleicos; así, representa un punto de cruce del camino de 
síntesis de poliaminas con otras vías metabólicas. El 
ornitina 
3-acetamido- 
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producto descarboxilado no es sustrato de las metil- 
transferasas (Pegg, 1984), como consecuencia de lo cual se 
ha1 la comprometido exclusivamente a la síntesis de 
poliaminas. En condiciones normales, existe un estricto 
control de la disponibilidad de SAM para la síntesis de 
poliaminas y para las reaciones de trancmetilación; la 
relación entre estos dos tipos de caminos se encuentra coor- 
dinada según las necesidades de poliaminas durante el ciclo 
celular (Iizasa y Carson, 1985). 
La síntesis de espermidina y espermina es acompaiíada por la 
producción de cantidades estequiométricas de 5 ' -met i l- 
tioadenosina (MTA). Sin embargo, las concentraciones intra- 
celulares de este producto son normalmente muy bajas, debido 
a su rápida degradación a 5-metiltioribosa-1-fosfato y 
adenina. El primer producto es convertido, mediante una serie 
compleja de reacciones, en L-metionina, mientras que la 
adenosina es convertida, por acción de la adenina fosfo- 
ribosi ltransf erasa, en adenosina-5' -monofosf ato. De esta 
manera, las reservas íntracelulares de adenina y L-metionina 
se conservan eficientemente. 
Las reacciones catalizadas por las aminopropiltransferasas 
son irreversibles. No obstante, el camino de síntesis puede 
revertirse en forma indirecta, generándose putrescina a 
partir de espermidina, y ésta a partir de espermina 
(Figura 3 ) .  La interconversión de las poliaminas es mediada 
por reacciones de acetilación y oxidación (Seiler, 1987). La 
acetilacidn de las poliaminas puede ser catalizada por dos 
.tipos de acetilasas: la histona acetilasa nuclear, que 
presenta afinidad por histonas y poliaminas, y una acetil- 
trasferasa citoscjlica específica (acetil COA: esper- 
midina/espermina-N'-acetiltransferasa, SAT). Con respecto a 
la acetilación nuclear, virtualmente todo el producto gene- 
rado a partir de la espermidina es la N'-acetilespermidina. 
El único destino ,conocido de este compuesto es la desace- 
tilaci0n, que ocurre en el citoplasma celular, a partir de lo 
cual se postul8 que la función de este proceso seria la de 
remover espermidina del espacio nuclear (Seiler, 1987). En 
cambio, los productos formados por la acetilasa citosólica 
son excelentes sustratos de la poliamina oxidasa (PAO), una 
enzima dependiente de FAD. La acción de esta enzima resulta 
en la produccion de putrescina o espermidina, según utilice 
N'-aceti lespermidina o acetilespermina, y 3-meteunido- 
propanal (~igura 3). 
La acetilación de las poliaminas vía SAT parece ser el paso 
limitante en su interconversión y oxidación. Debido a que la 
actividad FA0  se encuentra generalmente en gran exceso con 
respecto a la actividad SAT, el contenido celular de las 
poliaminas acetiladas se halla, en condiciones normales, por 
debajo de los límites de detección (Pegg y McCann, 1982), con 
la única excepción del epidídimo (Matsuzaki y col., 1982). 
Cabe mencionar aquí que, como veremos más adelante, la 
funci8n de las poliaminas se halla estrechamente relacionada 
con su naturaleza iónicai Como la acetilaciún de las 
poliaminas resulta en la disminución de su carga neta, este 
proceso conduce a la pérdida de su actividad biolrjgica y ,  muy 
probablemente, a alteraciones en la dinámica de su eli- 
minación. 
Cada intermediario del ciclo de interconversión puede ser 
sustrato de una mina oxidasa dependiente de CU~++ (Seiler, 
1985). Dado que los productos de las reacciones catalizadas 
por estas oxidasas no pueden ser reconvertidos en poliaminas, 
estas reacciones constituyen, en conjunto, el denominado 
catabolismo terminal. Los aldehídos formados en estas reac- 
ciones pueden ser oxidados a los correspondientes ácidos. En 
el caso de la putrescina, su oxidacirjn por la diamina oxidasa 
(DAO) origina gama-aminobutiraldehído, que es nuevamente oxi- 
dado a ácido gama-aminobutírico (GABA) (Seiler, 1980). La 
putrescina puede, a su vez, ser acetilada, y la monoacetil- 
putrescins, oxidada por la monoamina oxidasa (MAO). Esta vía 
conduce también a la formación de GABA (Seiler, 1980). La 
oxidación extracelular de la putrescina, las poliaminas y sus 
derivados por oxidasas séricas contribuye también a la apa- 
rición, en sangre y orina, de una serie de metabolitos tales 
como carboxietilpoliaminas, ácido espérmico, putreanina, 
$3-alanins y GABA (Seiler y col., 1985). 
Finalmente, en una amplia variedad de células de mamíferos 
se describió la existencia de un sistema de transporte activo 
de poliaminas, distinguible del sistema de transporte de 
aminoácidús, capaz de captar putrescina y poliaminas 
(Bachrach y Seiler, 1981; Volkow y col., 1983; Rinehart y 
Chen, 1984). Este sistema es activado por la falta de 
poliaminas en el medio, y juega un importante papel en el 
mantenimiento de los niveles intracelulares de poliaminas en 
condiciones de inhibición de su síntesis (Pegg y McCann, 
19821. 
Regulaci6n de la síntesis de ~oliaminas 
La regulación de la biosintesis e interconversión de las 
poliaminas es llevada a cabo por cambios en la actividad de 
tres enzimas: ODC, S M C  y SAT. Las otras enzimas (esper- 
midina sintetasa, espermina sintetasa y PAO) parecen ser 
reguladas fundamentalmente por la disponibilidad de sus 
sustratos limitantes, dSAM y las poliaminas acetiladas. En 
cambio, la actividad de las primeras puede variar hasta en 
varios órdenes de magnitud en diferentes situaciones pato- 
lógicas y experimentales. 
De las enzimas arriba mencionadas, la mejor caracterizada 
hasta el presente es la ODC. Esta enzima, que utiliza fusfato 
de piridoxal como cofactor, se localiza principalmente en el 
citosol, si bien se ha reportado tambign su presencia en la 
fraccion nucleolar (Emanuelsson y Heby, 1982), y representa 
una pequeñísima parte de la proteína celular total. El peso 
molecular del monómero es, en promedio, de 55 kDa (Russell, 
1985). En la mayoría de los tejidos de mamíferos, su acti- 
vidad basa1 es la más baja de las involucradas en la bio- 
síntesis de poliaminas (Raina y col, 1976), y por consi- 
guiente puede ser considerada la enzima que controla la d o -  
cidad global de esta vía. 
La ODC presenta caracteristicas inusuales en relación al 
resto de las proteínas. Con la única excepci6n conocida de la 
enzima de tripanosoma (Phillips y col., 19871, su vida media 
oscila entre los 8 y los 15 minutos en condiciones basales, 
siendo la enzima de mayor velocidad de recambio entre las 
conocida.: (Tabor y Tabor, 1984). Diferentes autores -coinciden 
en señalar que en diversas condiciones experimentales, en las 
que se observan diferentes valores de actividad ODC, existe 
una excelente correlacion entre la actividad enzimática y la 
cantidad de enzima presente, determinada ésta última por 
radioinmunaensayo o por unión de ligandos específicos (Pegg, 
1986). De esto se desprende que la cantidad de ODC presente 
es el principal regulador de su actividad. La alta velocidad 
de recambio de esta enzima permite que variaciones en su 
síntesis y/o degradacibn afecten rápídamente la cantidad de 
enzima presente. En apoyo a estas observaciones, se ha demos- 
trado más recientemente que los aumentos en la actividad ODC 
en el riñón de ratón obtenidos por estimulación con andró- 
genos se hallan acompañados por aumentos paralelos en la 
cantidad de ARN mensajero para dicha enzima (Kontula y col., 
1984). Por lo tanto, el principal punto de regulación, al 
menos en ciertos modelos, parece encontrarse a nivel de 
recambio (síntesis y/o degradación) del ARN mensajero. 
Estudios recientes describen otras formas de regulación de 
la actividad ODC,. además de la ya mencionada. En líneas celu- 
lares en cultivo, la incubación en presencia de poliaminas 
exógenas resulta en una rápida caída de la actividad ODC 
(Canellakis y col, 1979; Pegg, 1986). En contraste con lo 
observado en el caso de la estimulación androgénica, las 
variaciones en el contenido de ARN mensajero de esta enzima 
no explican totalmente la disminucicSn de la actividad. 
Estudios detallados al respecto demuestran que las poliaminas 
disminuyen marcadamente la eficiencia de la traducción 
vitro del ARN mensajero de la enzima (Kahana y Nathans, 1985; 
Holtta y Poh janpelto, 1986; Persson y col., 1986). Esta forma 
de regulación traduccional resulta sumamente interesante 
desde el punto de vista de la economía celular, si se tiene 
en cuenta que, paradójicamente, altos niveles de poliaminas 
resultan en una traduccion eficiente de la mayoria de los ARN 
mensajeros conocidos. 
Finalmente, en diversos tejidos se han presentado 
evidencias de mecanismos de regulación post-traduccional de 
la ODC. Estos incluyen la existencia de una proteína inhi- 
bidora ("antizyme") de peso molecular 22 kDa, que se une a la 
ODC e inhibe su actividad (Canellakis y col, 1979). La 
síntesis de esta proteína es inducida por poliaminas, y la 
formación del complejo con la ODC parece constituir un paso 
inicial en la degradación de la enzima, probablemente confi- 
riendo especificidad a dicho proceso. A su vez, la acción de 
la proteína inhibidora es regulada por otra proteína 
Canti-antizyme"), purificada de hígado de rata, que no modi- 
fica la actividad ODC peroLpresenta una alta afinidad por la 
antienzima, como. resultado de lo cual es capaz de liberar a 
la ODC de su forma complejada inactiva (Fujita y col., 1982). 
Al menos en ciertos tejidos, otras evidencias menos 
directas sugieren una regulación post-traduccional de la ODC, 
por mecanismos de fosforilación (Kuehn y Atmar, 1983) y de 
conjugación covalente de poliaminas a la molécula de enzima, 
mediada por transglutaminasas (Russell, 1981). 
Tal como se ha señalado anteriormente, una consecuencia 
directa de la alta velocidad de síntesis y degradación de la 
ODC es que aquellos factores que induzcan la sintesis 
proteica van a inducir más rápidamente y en mayor grado la 
síntesis de ODC, mientras que aquellos que la repriman dismi- 
nuirán sus niveles más rápida y marcadamente. Esta enzima 
resulta entonces de gran importancia para evaluar los 
posibles efectos de hormonas, antihormonas y fármacos sobre 
un determinado tipo celular. Prueha de ello puede encon- 
trarse en la extensa revisión de Russell (1985) en la que se 
- 
citan las modificaciones en la actividad ODC por una gran 
variedad de hormonas y factores de crecimiento en sus tejidos 
efectores. 
Las situaciones patológicas y experimentales mejor des- 
criptas, en las que la actividad ODC se halla estimulada, son 
la hepatectomía parcial (estimulación de la ODC hepática 
durante la regeneración), la hipertrofia renal y cardíaca, el 
crecimiento embrionario y maligno, la exposición al frío ( y  
situaciones de estrés relacionadas), la administración de 
hormonas y factores de crecimiento, cambios en el contenido 
iónico del medio, cambios en la composición de aminoácidos 
del medio, activación de linfocitos, transformacidn de 
células en cultivo, adición de suero al medio de cultivo y 
tratamiento con promotores tumorales como ésteres de forbol 
(Tabor y Tabor, 1976; Jmne y col., 1978; Tabor y Tabor, 
1984; Pegg y McCann, 1988). 
Por administración de hormonas de acción tr0fica y factores 
de crecimiento, la actividad ODC alcanza un pico entre las 4 
y las 24 horas, y el grado de estimulación oscila en general 
- 
entre 10 y 200 veces sobre los niveles basales. 
Si bien la ODC constituye la enzima limitante de la 
síntesis de poliminas, la formación de estos compuestos 
requiere la acción de la SAMDC. Esta enzima también se en- 
cuentra en el citosol, y el peso molecular del mon6mero es de 
32 kDa. A diferencia de las demás descarboxilasas de euca- 
riontes conocidas, no utiliza fosfato de piridoxal como 
cofactor. Es sintetizada como un precursor de 37 kDa, que es 
luego convertido a la forma activa; en esta etapa, activable 
por putrescina, se une covalentemente una molécula de piru- 
vato al extremo N-terminal (Pegg, 1986). La actividad SAMDC 
también es estimulada por muchos de los estímulos de la ODC, 
si bien la respuesta en general no es tan marcada o rápida. 
Su vida media también es corta, del orden de 1 hora en mamí- 
feros, y presenta formas de regulación transcripcional y 
traduccional similares a las de la- ODC (Pegg, 1984). Además, 
la enzima de eucariontes es marcadamente estimulada por 
putrescina; de esta manera se asegura una eficiente provisión 
de dSAM para la síntesis de espermidina y espermina, una vez 
que se detectan altos niveles de putrescina resultantes de la 
activación de la ODC. La enzima es inhibida por espermidina y 
dSAM. 
La SAT presenta una vida media de 15-45 minutos, lo cual la 
hace apropiada, junto a las enzimas ya mencionadas, para la 
regulación del metabolismo de poliaminas. Esta enzima es 
altamente inducible en respuesta a una variedad de estímulos 
tóxicos (Persson y Pegg, 1984). La inducción de la SAT es 
consecuencia del aumento en la velocidad de síntesis y de la 
disminución de la degradacibn. La enzima es también inducida 
por administración de poliaminas y análogos sintéticos. De 
esta forma, se sugiri6 que la inducción de la SAT representa 
- 
un mecanismo de eliminación de poliaminas, una vez excedido 
cierto umbral de concentración. Asimismo, se ha reportado - la 
inducción de la SAT por otros estímulos tales como hormonas 
tróficas (Della Ragione y Pegg, 19841, ésteres de forbol 
(Matsui-Yuasa y col., 1984) y factores de crecimiento séricos 
(Wallace y col., 1985). 
Funciones de las poliminas 
La enorme variedad de trabajos realizados en diferentes 
tipos celulares, y mediante las más diversas estrategias 
experimentales, evidencia un activo papel de las poliaminas 
en el crecimiento y la diferenciación celulares (Tabor y 
Tabor, 1984; Pegg, 1986; Seiler y Heby, 1988). Las primeras 
evidencias al respecto señalan un marcado aumento de los 
niveles intracelulares de poliaminas precediendo la síntesis 
de ADN (Friedrnan y col., 1972; Heby y col., 19761, y su acu- 
mulación cuando la proliferación es estimulada (Pett y 
Ginsberg, 1968; Hogan, 1971; Melvin y col., 1972; Heby y 
col., 1975). A partir de tales evidencias, se describió que 
las poliaminas afectan, en sistemas in vitro, virtualmente 
a 
todas las reacciones en que intervienen ácidos nucleicos 
(duplicación, transcripción, procesamiento del ARN y 
traducción). No obstante, resulta difícil evaluar qué sistema 
bioquímico es directamente afectado por la presencia o 
ausencia de poliaminas. Causa de ello, en parte, es que la 
estimulación o inhibición de la síntesis de poliminas 
conducen a una serie de profundos cambios tanto en la estruc- 
tura como en la función celulares, que imposibilitan la 
definicien de una relación directa entre poliaminas y un 
sistema específico. Mas aún, dada su naturaleza iónica y 
básica, las interacciones jn vitro de las poliaminas con 
Bcidos nucleicos o proteínas podrían resultar de artificios 
técnicos que no reflejen de ningún modo la situación in vivo. 
A pesar de ello, la investigación de la funci6n de las 
poliaminas es un campo de experimentación sumamente fértil, 
por su interés básico como por sus posibles apli- 
caciones terapéuticas. 
El análisis de los resultados experimentales se Y difi- 
cultado por el hecho de que algunos de los efectos producidos 
por las poliaminas son imitados por el MgZ*o cationes rela- 
cionados, a altas concentraciones. Por consiguiente, es nece- 
sario distinguir qué efectos son específicos de las 
poliamikias. A este respecto, las poliaminas son las únicas 
estructuras en las cuales las cargas se distribuyen a lo 
largo de una cadena flexible. Este hecha les permite conectar 
dos sitios distantes cargados negativamente, lo cual no puede 
ser imitado por los cationes inorgUnicos. 
La interacción in vitro de las poliaminas con los ácidos 
nucleicos resulta en una protección contra la desna- 
turalización y la ruptura, y en la formación de complejos que 
posibilitan su condensación. Estos efectos son atribuidos a 
la interacción iónica que resulta en la neutralización de las 
cargas negativas (Kaiser y col., 1963; Wilson y Bloomfield, 
1979; Allison y col., 1981; Ma-rs . . y Ruben, 1983). Se descri- 
*. 
bieron, además, numerosos efectos sobre las reacciones en que 
intervienen ácidos nucleicos , (Leboy, 1971; Young y 
Srinivasan, 1971; Singh y Sung, 1972; Pegg, 1973; Mande1 y 
Chambon, 1974; Levy y col., 1974; Moruzzi y col., 1975; Frank 
y col., 19751, si bien es difícil evaluar si el efecto 
observado resulta de la interacción con las enzimas, los 
sustratos o los nucleósidos trifosfato. 
Diferentes sistemas de síntesis de proteínas in vitro 
requieren concentraciones óptimas de poliaminas para su unión 
a ribosomas, estabilizando su estructura (Echandi Y 
Algranati, 1975; Igarashi y col., 19791, facilitando la aso- 
ciación de sus subunidades (Stevens, 1970; Raina y Janne, 
19751, y aumentando la fidelidad de la traduccibn (Hirashima 
y col., 1979; Goldemberg y Algranati, 1981). Se ha logradó 
demostrar que la síntesis proteica es el sistema más 
rápidamente afectado cuando se inhibe in vivo la síntesis de 
poliaminas (Pegg, 1986), de manera que es probable que muchos 
de los cambios descriptos sean consecuencia directa de este 
efecto. 
Se han dado asimismo numerosas evidencias de la inter- 
acción específica de las poliaminas con proteínas. Cochet y 
col. (1981) y Hara y Endo (1982) demostraron que una quinasa 
de proteína, denominada caseína quinasa de tipo 2, inde- 
pendiente de AMPc, GMPc, calcio, fosfolípidos y calmodulina, 
es activada por poliaminas. Es interesante sefialar que uno de 
los mejores sustratos para esta quinasa es la ODC, cuya 
fosforilaciOn resulta en la pérdida de su actividad (Daniels 
y col., 1981; Kuehn y Atmar, 1983). 
La interacción de las poliaminac con fosfolípidos de 
membrana explicaría la gran variedad de efectos descriptos a 
este nivel, tales como la estabilización de mitocondrias 
aisladas (Tabor, 1960), la regulación de la entrada de calcio 
a la mitocondria (Nicchitta y Williamson, 1984), la 
modulacidn de la actividad fosfolipasa A2 (Thuren y col., 
19861, la inhibicibn de la traslocación de la proteína 
quinasa C a la membrana plasmática (Moruzzi y col., 19871, la 
modulaci6n de la union especifica de hormonas proteicas a sus 
receptores de membrana (Swift y Dias, 1986), el efecto 
fusógeno sobre liposomas (Meers y col., 19861, y la 
protección contra la peroxidación de fosfolípidos (Tadolini, 
1988). 
Finalmente, cabe destacar que las pol iaminas podrían ser 
importantes reguladores fisiológicos del pH y la fuerza 
ibnica intracelulares. Recordemos que estos compuestos son 
los cationes más abundantes que la célula es capaz de 
- 
sintetizar, y su concentración en organelas o espacios espe- 
cíficos de la célula podría resultar en la creación de micro- 
ambientes de pH o fuerza iónica 6ptimos para determinados 
procesos. 
Los efectos a nivel molecular descriptos reflejan clara- 
mente la importancia de las poliaminas en la replicación 
celular y el crecimiento. En cambio, el rol de estos 
compuestos en la diferenciación celular resulta mucho más 
difícil de elucidar. Una causa de esto es que la división 
celular y la diferenciación son, en muchos casos, procesos 
íntimamente asociados. Además, algunos tipos celulares 
requieren un aumento en los niveles de poliaminas, otros una 
disminución, mientras que en el caso de los mioblastos es 
necesario un aumento seguido por una disminución para la 
inducción de la diferenciación (Heby y col., 1987). 
Evidentemente, las poliaminas pueden ejercen efectos sobre 
mecanismos inductores o represores de la diferenciación, 
según sea el modelo en estudio. En consecuencia, es poco 
probable que se pueda establecer un mecanismo único para 
explicar el rol de las poliaminas en este tipo de procesos. 
No obstante, numerosos estudios en curso intentan aplicar los 
efectos moleculares conocidos de las poliarninas al proceso de 
diferenciación de cada caso en particular. 
LAS POLIAMINAS EN EL TRACTO GENITAL MASCULINO 
Como podemos deducir de lo expuesto, el estudio de las 
pol iaminas representa un caso bastante particular dentro de 
la biología celular, ya que ningún otro tipo de compuestos 
orgánicos naturales ha sido involucrado en tan amplia 
variedad de procesos. De esto deriva el enorme interés que 
han suscitado en las Últimas cuatro décadas, a pesar de lo 
cual son relativamente escasas las conclusiones inequívocas 
que se pueden inferir sobre su función. 
Esto resulta aún más significativo, si se tiene en cuenta 
que las poliaminas figuran entre los primeros compÚestos 
descriptos en material biológico por la ciencia moderna. En 
una carta dirigida a la Roya1 Society, en la que comunica a por 
primera vez la existencia de los espermatozoides, Antoni van 
Leeuwenhoek (1677) describe en su propio semen la presencia 
de "cuerpos de tres lados, que terminan cada extremo en un 
punto; algunos tienen la longitud del más pequeiío grano de 
arena, y otros son algo mayores, como en la Fig. A. Son 
además tan brillantes y claros como cristales. " (Figura 4 ) .  
Dado su origen, esta sustancia fue llamada espermina. Desco- 
nociendo el descubrimiento de Leewenhoek, la espermins fue 
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Figura 4. Cristales de fosfato de espermina en semen humano, 
como fueron descriptos por (a) Leewenhoek (1677). (b) 
Fuerbringer (1881) y (c) von Poehl (1898). Tomado de Mann 
( 1964). 
"redescubierta" por Vauquelin (1791) y posteriormente 
descripta en otras tejidos y fluidos corporales. En 1878, 
Schreiner identificó estos cristales como fosfatos de una 
base orgánica, y recién en 1924 se describió su fórmula 
molecular. 
El plasma seminal de la mayoria de las especies contiene 
poliaminas en concentraciones milirnolares, siendo el fluido 
animal más rico en estos compuestos. En contraste, el plasma 
seminal bovino contiene sOlo trazas de poliaminas; esto fue 
atribuido, ya tempranamente, a la ausencia de una próstata 
funcional en esta especie. En efecto, la próstata es el 
principal órgano secretor de poliaminas hacia el semen (Piik 
y col., 19771, y la actividad ODC es particularmente alta en 
su 16bulo ventral (Fjosne y col., 1988). Este hecho no 
descarta la posibilidad de una sintesis y secreción de estos 
compuestos en otros órganos del tracto genital masculino, en 
atención al mantenimiento de sus funciones especificas. 
La presencia de poliaminas parece ser importante ya a nivel 
testicular. Las células de Sertoli en cultivo producen 
poliaminas tanto en condiciones basales como de estimulación 
con FSH, hormona que produce una marcada activación de la ODC 
(Francis y col., 1981). Es muy probable que este proceso de 
síntesis y secreción de poliaminas por la celula de Sertoli 
sea requerido para el desarrollo normal de la esper- 
matogénesis (Macindoe y Turkington, 1973). En relación a 
esto, se sugirió (Oliva y col., 1982) que las poliaminas 
podrían ejercer una acción estabilizadúra del ADN de la 
espermátide durante 1 a- transición nucleo- 
histona-nucleoprotamina. Como ya mencionáramos, se demostró 
además una acción regulatoria de las poliaminas sobre la 
unión de FSH a su receptor (Swift y Dias, 1986). 
Numerosos factores, actuando tanto en el sector tubular 
como en el intersticial, son capaces de estimular -la ODC 
testicular, si bien en la mayoría de los casos se desconoce 
su implicancia fisiol6gica (Shah y Sheth, 1979; Madhubala y 
Reddy, 1980a, 1980b, 1981, 1982; Osterman y col., 1983a, 
1983b, 1983~; Nakhla y Tam, 1985). 
En órganos sexuales accesorios, los andrógenos son los 
principales reguladores de la síntesis y secreción de 
poliaminas. Las primeras evidencias al respecto fueron dadas 
por Pegg y Williams-A~hman ( 1968), quienes describieron una 
marcada inhibición de la actividad ODC de la próstata ventral 
de rata luego de la castración. Dicha inhibición es total- 
mente revertida por administracibn de testosterona. Los 
cambios en la actividad ODC se corresponden con los obser- 
vados en el contenido glandular de putrescina y poliaminas 
(Pegg y Williams-Ashrnan, 1968; Moulton y Leonard, 1969; Pegg 
y col., 1970). Además, la estimulación de la síntesis de 
poliaminas por andrógenos se halla en estrecha relación con 
la unión de 5a-DHT a su receptor (Mangan y col., 1973). 
Los efectos de los andrógenos sobre la actividad proli- 
ferativa y secretoria de la prbstata han sido exhaus- 
tivamente estudiados. Entre la variedad de proteínas andró- 
geno-dependientes específicas de la próstata, merece mención 
una glicoproteína secretoria, f osf orilable por una quinasa 
dependiente de poliaminas (Goueli y col. , 1985), que une 
espermina con alta afinidad (Hi ipakka y col. , 1984). - 
Se considera que el aumento de la síntesis y acumulación de 
, 
poliaminas en la próstata por estimulaci6n androgénica es 
indicativo de la estimulación de la actividad secretoria, 
más que de la proliferación (Fuller y col., 1975; Takyi y 
col., 1977). Además, resulta difícil comprobar una relación 
entre acumulación de poliaminas y crecimiento tisular, al ser 
este órgano un activo cecretor de poliaminas (Piik y col., 
1977). En este sentido, la vesícula seminal es un mejor 
modelo para el estudio de la relacidn entre poliaminas y 
proliferación, por ser un órgano estrictamente andró- 
geno-dependiente y no segregar poliaminas. En este tejido se 
comprobó una relación entre la acumulación de espermidina 
inducida por andrógenos y la sintesis de ARM (Moulton y 
Leonard, 1969). 
El hecho de que cantidades apreciables de poliaminas son 
depositadas en el tracto genital femenino durante la fecun- 
dación ha llevado a especular posibles efectos sobre la capa- 
citación del espermatozoide y la fertilización. Fleming y 
Armstrong (19851, utilizando compuestos relacionados de natu- 
raleza catiónica, describieron un efecto estimulatorio sobre 
la reacción acrosomal, y Stanger y Quinn (1982) demostraron 
que la espermina estimula la fertilización in vitro de ovo- 
citos de ratón. Estos efectos probablemente sean una conse- 
cuencia biológica de la interacción de las poliaminas con 
fosfolipidos de membrana. Más aún, la potente acción inmuno- 
supresora del plasma seminal atribuida a algún producto de 
oxidación de la espermina (Allen y Roberts, 1987) permite 
suponer que las poliaminas seminales contribuirían a inter- 
ferir en el reconocimiento del espermatozoide por el sistema 
inmune de la hembra. 
De la alta concentración seminal de poliaminas producidas 
por el testículo y las glándulas accesorias de la mayoría d e  
las especies, surge la necesidad de establecer los efectos 
que estos compuestos ejercerían directamente sobre el esper- 
matozoide. Además de los ya mencionados, diversos estudios 
atribuyen funciones específicas de las poliaminas a este 
nivel (Shah y col., 1975; Sheth y col., 1976; Shah y Sheth, 
1978; Pulkkinen y col., 1975, 1978; Casillas y col., 1980). 
Sin embargo, cabe destacar que virtualmente todos ellos 
fueron realizados sobre espermatozoides eyaculados o extra- 
idos del segmento caudal del epidídimo, y no se ha prestado 
atención a la relación entre estos efectos y las modifi- 
caciones madurativas que suscintamente hemos reseñado. 
OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 
La información expuesta en las secciones anteriores in- 
tenta resumir los conocimientos actuales sobre la fisiologia 
del testículo y el epidídimo. Asimismo, destaca la impor- 
tancia de las poliminas en la función celular, dando 
especial énfasis a su relación con el tracto genital mascu- 
lino. Se desprende de las evidencias presentadas que el meta- 
bolismo de estos compuestos constituye un modelo apto para el 
estudio de la acción de hormonas sobre sus órganos efec- 
tores. Se decidió, entonces, aplicar este modelo al estudio 
de la acción de hormonas claramente involucradas en la 
función reproductiva del macho, tales como la prolactina y 
los andrógenos . 
A fin de facilitar su anAlisis, los resultados del presente 
trabajo se presentan en dos unidades. En la primera de ellas 
se analizará la acción de la prolactina sobre la - actividad 
ornítina descarboxilasa testicular, basándonos en que hasta 
el presente no se ha logrado establecer en forma inequívoca 
una respuesta aguda del testículo a esta hormona. 
Los antecedentes existentes en la bibliografía demuestran 
las numerosas modificaciones que sufre el espermatozoide como 
resultado de su interaccidn con el epidídimo. Por otro lado, 
se han dado pruebas de la accion de las poliaminas sobre 
ciertas funciones del espermatozoide. En vista de estos 
hechos, cabe preguntarse cuál sería la participación de las 
poliarninas de origen epididimario en las modificaciones 
funcionales del espermatozoide. La segunda parte de este 
trabajo comprende el análisis de los niveles de poliaminas y 
sus derivados acetildos en el epidídimo, la actividad de sus 
enzimas limitantes y su andrógeno-dependencia. 
MATERIALES Y l?fETODOS 
Químicos 
(1- I4c)-L-ornitina (AE 49-56 mCi/mmol), (carboxil- I4c)- 
S-adenosil-L-metionina (AE 60 mCi/mrnol), (1,2-3H)-testos- 
terona (AE 41,2 Ci/mrnol) , ( 1, z-~H) -5a-dihidrotestosterona (AE 
50,6 Ci/mrnol), (1, 2-3H)-5a-androstano-3a, 17P-dio1 y 1 2 5 ~ ~ a  
(AE 17,4 Ci/g) fueron adquiridos a New England Nuclear Co. 
(Boston, MA, USA). La L-ornitina fue purificada por evapo- 
ración y redisolución en HC1 0,l N, seguido por una segunda 
evaporaci6n y redisolución en HC1 0,Ol N. Los clorhidratos de 
putrescina, espermidina y espermina y sus derivados ace- 
tilados, L-ornitina, fosfato de piridoxal, los esteroides no 
- 
radiactivos y todos los reactivos empleados para la prepa- 
raciOn de medios y soluciones buffer fueron obtenidos de 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) ; hidroxido de hyamina 
de Packard Instruments Co. Inc. (Downers Grove, ILL, USA). 
Los solventes utilizados provienen de Merck (Darmstadt, Rep. 
Federal de Alemania) o Sintorgan (Buenos Aires). El propio- 
nato de testosterona (PT) fue gentilmente cedido por Labo- 
ratorios Gador (Buenos Aires). La flutamida ( F )  fue cedida 
- 
por Schering Canada, a trav6s de la cortesía del Dr. Fernand 
Labrie. El acetato de ciproterona (AC) proviene de Schering, 
Rep. Federal de Alemania. La gonadotrof ina coriónica humana 
(hCG) fue cedida por Laboratorios Elea (Buenos Aires). El 
inhibidor de la ODC a-difluormetilornitina (DFMO) fue 
provisto por Merrell Dow Co. (Cincinatti, OH, USA). 
Animales 
Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, pro- 
- vistos por el criadero del Instituto de Biología y Medicina 
Experimental. Los animales fueron mantenidos a temperatura 
constante de 2Z°C, con períodos de 12 horas de luz y 12 horas 
de oscuridad, recibiendo dieta balanceada y agua ad libitum. 
Tratamientos 
Las orquidectomías uni y bilaterales se efectuaron por vía 
escrotal bajo anestesia etérea, evitando el daño a los 
epidídimos. 
Las hipofisectomías se efectuaron por vía auricular bajo 
anestesia etérea. Luego del sacrificio de los animales, se 
examinó-la silla efectividad de las extracciones, descar- 
tándose aquellos animales que presentaron restos de 
hipóf isis . 
Los andrógenos (T, PT, DHT y 3a-diol) y el acetato de 
ciproterona se administraron por vía subcutánea, en solucibn 
en aceite de maíz. La flutamida se administró por via subcu- 
tánea en 2 aplicaciones diarias, en forma de suspensión en 
solución de NaCl 0,9% conteniendo 1% de gelatina. 
La prolactina ovina (PRLo, NIH PS-12) se disolvió en 
solución de NaCl 0,9%, ajustada a pH 9,O con NaOH 0,l N, y se 
administró por vía subcutánea. 
La hCG se disolvió en solución de NaCl 0,9%, pH 7,4,  y se 
administró por vía subcutánea. 
La sulpirida (Vipral, Laboratorios Roemmers, Buenos Aires) 
se administró a &a dosis de 10 mg, en un volumen de 200 ~ 1 ,  
por vía intraperitoneal. 
Pre~araciOn de . sobrenadantes para las determinaciones 
enzimáticas 
Los animales fueron sacrificados por decapitación. Se dise- 
caron testículos y epididimos, que se liberaron del tejido 
graso circundante, y se colocaron inmediatamente en reci- 
pientes en baño de agua helada. Todos los pasos siguientes 
hasta las determinaciones se realizaron entre O y 4°C. En el 
caso de no utilizarse inmediatamente, los órganos fueron 
congelados a -20°C por un período no mayor de 14 días. 
Para la determinación de la actividad ODC, los tejidos 
frescos o rápidamente descongelados se cortaron finamente y 
se hornogeneizaron en buffer Tris 10 mM, EDTA 1,5 mM, DTT 
0,5 mM, &CIZ 1 mM, sacarosa 0,25 M, pH 7 , 4  a 25"C, en la 
relación 2 ml/g de tejido en el caso del testículo, y 
10 ml/gr para el epidídimo. Para la determinación de la acti- 
vidad SAMDC, la homogeneización se realizó en buffer fosfato 
0,05 M, p H  7,4 a 25"C, conteniendo (3-mercaptoetanol 2 mM 
(5 ml/ér.de tejido). Los homogenatos se centrifugaron a 
20.000xg durante 30 minutos. Se separaron los sobrenadantes 
libres del material graso superficial, los cuales se uti- 
lizaron inmediatamente para la determinación de las acti- 
vidades enz imát icas . 
Tratamiento de los sobrenadantes para la eliminación de los 
sustratos endósenos 
Para la determinación de los parámetros cingticos (Km y 
Vmáx) de ambas enzimas, y la dependencia de putrescina de la 
actividad SAMDC, alícuotas de 1 m1 de los sobrenadantes 
fueron filtradas a través de una columna de Sephadex G-25 de 
8 m1 de lecho. La elución se realizó en fracciones de 0,5 m1 
utilizando el buffer de homogeneización, y se colectaron las 
fracciones conteniendo proteína. Las preparaciones fueron 
concentradas por filtración a través de microconcentradores 
Centricon-10 (Amicon Division, Danvers, MA, USA) hasta un 
volumen de 1 ml. 
Aislamiento de túbulos seminíferos Y células intersticiales 
Se utilizó la técnica descripta por Mendelson y col. (1-975) 
basado en la dispersión por colagenasa. Los testículos 
descapsulados fueron colocados en tubos de plástico e incu- 
bados en Medio 199 conteniendo 0,3 %/m1 de colagenasa 
tipo 1, en la relaciOn 1 m1 de medio por gramo de tejido. Las 
incubaciones se realizaron a 37°C durante 10-15 minutos, en 
atm6sfera de 95% 02-5% COZ con agitación constante. Las incu- 
baciones se detuvieron por dilución con 40 m1 de Medio 199 
frío sin colagenasa. Se dispersaron los túbulos por agi- 
tación rotatoria durante 3 minutos, se dejaron decantar y se 
aspiraron los sobrenadantes conteniendo las c6lulas inters- 
ticiales, las cuales se colectaron por centrifugación a 
2000 rpm durante 10 minutos a 0-4°C. Se efectuó una segunda 
colagenizacidn sobre los túbulos seminíferos, esta vez 
descartando los sobrenadantes. Ambas fracciones (células 
intersticiales y túbulos seminíferos) se lavaron en buffer de 
homogeneización, se centrifugsron y se conservaron a -20°C. 
Incubación de cortes de e~idídimo 
Epidídimos de ratas de 45 dias, castradas 24 horas antes, 
fueron cortados en segmentos de aproximadamente 2 mrn de 
espesor, e incubados en Medio 199 conteniendo glutatidn redu- 
cid0 1 mM, en presencia de T 100 nM con o sin 10 ug/ml de 
cicloheximida. Las incubaciones se realizaron durante 6 horas 
a 34°C bajo atmósfera de 95% Oz- 5% COZ. Se removió el medio 
de incubación, se lavaron los segmentos en buffer de homoge- 
neización y se mantuvieron congelados a -20°C hasta la deter- 
minación de la actividad ODC. 
Obtencidn de es~ermatozoides e~ididimarios 
. 
Epididimos de ratas de 90 días de edad se dividieron en 
segmentos correspondientes a cabeza cuerpo y cola. Se efectuó 
una incisión en cada uno de ellos, y se incubaron en 2 m1 de 
solución salina (NaC1 0,9%) durante 30 minutos a 37°C con 
agitación. Los espermatozoides liberados a la so1uc;án fueron 
colectados por centrifugación a 1500 rpm durante 10 minutos, - 
resuspendidos en solucion salina y contados en cámara de 
conteo . 
Determinación de la actividad ornitina descarboxilasa 
La determinación de la actividad ODC se realizó por el 
método descripto por Pegg y col. (19701, con leves modifi- 
caciones. Alícuotas de 100 y1 de los sobrenadantes fueron 
agregadas a 100 pl de buffer conteniendo Tris 80 mM, 
L-ornitina 2 mM, fosfato de piridoxal 0,4 mM, DTT 9 mM, 
p H  ?, 2, al cual se agregaron en el momento de la deter- 
minación 2,0 pCi/ml de *c-ornitina. Las incubaciones se 
realizaron en frascos de 10 m1 cerrados con tapa de goma, 
durante 60 minutos a 34°C. Finalizadas las incubaciones, se 
inyectaron a cada frasco 500 p1 de solución de ácido 
tricloroacético (TCA) 40%, con el objeto de inactivar la 
enzima y liberar el I4c0, retenido en el buffer. Las incu- 
baciones se continuaron durante 30 minutos a 34°C. El 14 coz 
liberado se atrapó en recipientes de plástico suspendidos en 
el interior de los frascos, conteniendo 150 p1 de hidróxido 
de hyamina 1 M en metanol. Se contó la radiactividad de los 
recipientes en solución centellante (0,4% PPO y 0,004% POPOP 
en tolueno) con una eficiencia del 90%. En incubaciones para- 
lelas en las que no se agregó enzima y se agregaron 0,2 wCi 
de HNa se determinó que el COZ atrapado constituye el 
64% del total. Los resultados se expresan en pmoles de COZ 
liberados/h/mg de proteína o pmoles/h/órgano. 
Determinación de la activídad S-adenosi 1-L-metionina 
descarboxilasa 
La actividad SAMDC se determinó por la velocidad de libe- 
ración de 1 4 ~ 2  a partir de (carboxil- I4c)-~kit4, .segdn el 
método descripto por Pegg y Williams-Ashman (1969) con 
modificaciones. Alícuotas de 200 p1 de los sobrenadantes se 
mezclaran con 200 y1 de buffer fosfato 50 mM, pH 7,4,  conte- 
niendo DTT 2,5 mM, putrescina 6 mM, p-toluensulfonato de SAM 
0,4 mM, al cual se agregó en el momento de la determinación 
1 ~Ci/ml de ( *C)-SAM. Las incubaciones se realizaron a 34°C 
durante 60 minutos, en recipientes iguales a los utilizados 
para la determinación de la actividad ODC. Las reacciones se 
detuvieron por el agregado de 500 p1 de TCA 40%. Se conti- 
nuaron las incubaciones durante 30 minutos, y se contlj la 
radiactividad de .la misma forma que para la determinación de 
actividad ODC. Los resultados se expresan en pmoles de CO, 
liberados/h/rag de proteína o pmoles/h/órgano. 
Determinación de putrescina Y ~oliaminas 
La determinación del contenido epididimario de putrescina, 
espermidina y espermina se realizó por el método descripto 
por Dion y Herbst (1970). Los epidídimos se cortaron y 
homogeneizaron en ácido perclórico 0,2 N, en la relación 
5 ml/g de tejido. Para las determinaciones en esper- 
matozoide~, éstos fueron centrifugados y resuspendidos direc- 
tamente en el ácido. Las suspensiones se incubaron durante 
2 horas a 0-4°C. Se centrifugaron las muestras a 20.000xg 
durante 30 minutos. Alícuotas de 100 u1 de los sobrenadantes 
se alcalinizaron con 100 p1 de solución saturada de Na$03, y 
se mezclaron con 200 p1 de solución de cloruro de dansilo 
(20 mg/ml) en acetona. Se incubaron las muestras entre 12 y 
24 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. El exceso de 
cloruro de dansilo se eliminó por el agregado de 50 h1 de 
solución de prolina (100 mg/ml) en agua, continuándose las 
incubaciones durante 1 hora. Las muestras se evaporaron a 
sequedad bajo corriente de N2 a 45-50°C y se resuspendieron 
en 200 u1 de agua. Los derivados dansilados de las poli- 
aminas se extrajeron selectivamente con 200 p1 de tolueno. 
Luego de la separación de las fases por centrifugación y 
congelamiento, alicuotas de 50 u1 de los extractos orgánicos 
se sembraron en placas de gel de sílice de 250 pm de espesor, 
activadas por calentamiento a 11O0C durante 1 hora. Parale- 
lamente, se dansiló una mezcla de standards de putrescina, 
espermidina y espermina, conteniendo 10 nmoles de cada 
compuesto, y se continuó el procedimiento de la misma forma 
que la descripta para las muestras. Se sembraron sobre las 
placas volúmenes de los extractos conteniendo cantidades de 
poliaminas en el rango 0,25-2 nmoles. Las muestras se 
cromatografiaron en la oscuridad, efectudndose 2 corridas en 
ciclohexano-acetato de etilo (1:1, vol/vol), seguido por una 
tercera corrida en ciclohexano-acetato de etilo (3:2, 
vol/vol) . Finalizadas las _corridas, se rociaron las placas 
con una mezcla de trietanolamina-isopropanol ( 1 4  vol/vol) 
con el fin de estabilizar la fluorescencia de los derivados 
dansi lados. Se identificaron las bandas correspondientes a 
didans i lputrescina, tridansi lespermidina Y tetra- 
dansilespermina por irradiación con luz UV de longitud de 
onda 366 nm. Los derivados se eluyeron de las placas en 1 m1 
de benceno-trietilauiina (95:5, vol/vol) y se determinb la 
fluorescencia de las soluciones en un espectrofluorómetro por 
excitación a 350 nm y emisiOn a 490 nm. Los resultados se 
expresan en nmoles/g de tejido o nmoles/órgano. 
Determinación de acetilputrescina Y acetil~oliaminas 
El análisis de acetilputrescina y acetilpoliaminas se 
realizó en forma.análoga a la descripta para putrescina y 
poliaminas, con las siguientes modificaciones: 1) los 
standards para las curvas de calibración fueron acetil- 
putrescina, ~4 -aceti lespermidina, NS -acetilespermidina y 
Ni-acetilespermina, utilizándose 10 nmolec de cada compuesto 
para la dansilación; 2) los tejidos fueron hornogeneizados en 
la mínima cantidad de ácido perclórico posible (400 ~1 para 
epididimos de ratas intactas y 200 p1 para los de ratas 
castradas); 3) para eliminar la interferencia de la putres- 
cina y las poliaminas, se efectuaron 2 corridas en acetato de 
etilo, y se separaron los acetilderivados por una tercera 
corrida en C H C S  : CClq : CH30H (14: 6: 1) ; 4) las bandas corres- 
pondientes a cada compuesto se eluyeron en 500 u1 de 
benceno-trietilamina (95:5). 
Determinación de hormonas esteroides 
Para las determinaciones en suero, se colectó sangre 
truncal, la cual se centrifugó a 2.000 rpm durante 15 mi- 
nutos luego de un período de 2 horas a temperatura ambiente. 
Los sueros se mantuvieron a -20°C hasta el momento de las 
evaluaciones. Los tejidos se conservaron en acetona a -20°C 
hasta su procesdiento. 
La determinación de la concentración sérica de andr8genos 
se realizó según el método utilizado corrientemente en el 
laboratorio (Suescun y col., 1985). Alícuotas de 200 p1 de 
los sueros se extrajeron 2 veces con 2 m1 de éter etilico; 
los extractos etéros se evaporaron a sequedad, y los residuos 
se resuspendieron en 800 y1 de buffer conteniendo. , HNaZP04 
40 mM, H,NaP04 35 mM, f?aCl 0,15 M, gelatina O, 1% y azida 
sódica 0,1%, pH 7,4. El análisis de las suspensiones se 
realizó por radioinmunoensayo (RIA). Debido a que el anti- 
suero utilizado, preparado contra T, presenta reaccibn 
cruzada con DHTj los resultados se expresan como la suma 
T + DHT, en ng/ml. El límite inferior de detección fue de 
12,5 pg, y los coeficientes de variacion intra- e interensayo 
fueron menores del 12%. 
La concentración intratisular de andrógenos se determinó 
por el método validado en nuestro laboratorio (Suescun y 
col., 1985). Con el fin de eliminar interferencias del RIA, 
los tejidos se hornogeneizarun en 5 ml de acetona, se centri- 
fugaron las suspensiones resultantes a 2000 rpm durante 
10 minutos, Y los sobrenaáantes se evaporaron a sequedad. 
Luego de la resuspensión en I m1 de agua bidestilada, las 
muestras fueron calentadas a 50°C durante 10 minutos y agi- 
tadas vigorosamente. Las suspensiones fueron extraídas con 
10 m1 de éter etílico, las fracciones -etéras evaporadas a 
sequedad y resuspendidas en 2 m1 de CH30H:H20 (7: 3, vol/vol). 
Las suspensiones fueron extraídas con 2 m1 de n-hexano, y se 
descarto la fase superior. Finalmente, se agregó a cada tubo 
6 m1 de CH2Cb, se agitaron las suspensiones y se descartó 
- nuevamente la fase superior. Se evaporó la fase inferior a 
sequedad, y los residuos se resuspendieron en buffer de RIA. 
para evaluar las pérdidas por el procesamiento, se agre- 
garon a las muestras 6000 dpm de los esteroides radiactivos 
como standards internos. El contenido de DHT y 3a-diol en las 
suspensiones se determinó por RLA con anticuerpos altamente 
específicos (Imrnunotech Diagnostic, Montreal, Canada). Los 
coeficientes de variacibn intra- e interensayo fueron menores 
del 12% para DHT y del 14% para 3a-diol. La sensibilidad para 
ambos esteroides fue de 12,s pg. La recuperaci6n fue de 70,7 
I 2,4%. Los resultados se expresan en ng/g de tejido. 
Determinaci6n de hormonas ~roteicas 
Las concentraciones sericas de hormona luteinizante (LH) y 
prolactina (PRL) se determinaron por RIA, utilizando una t6c- 
nica de doble anticuerpo, cobre 50 y 200~1 de suero, respec- 
tivamente. Las incubaciones con el primer anticuerpo se rea- 
lizaron a 4°C durante 24 horas. Se agregd posteriormente la 
hormona marcada y ,  luego de 24 horas, el segundo anticuerpo. 
Se continuaron las incubaciones durante 24 horas a 4°C. La 
hormona libre se separd por centrifugacibn y aspiraciOn de 
los sobrenadantes, y se determin6 la radiactividad de los 
precipitados. Los resultados se expresan en ng/ml con 
respecto a los standards RP-1 del NIAMDD Rat Pituitary 
Distribution Program. Los coeficientes de variación intra- e 
interensayo fueron menores del 7% para PRL y 11% para LH. La 
sensibilidad del ensayo fue de 1,7 ng/ml de suero para PRL y 
2 ng/ml de suero para LH. 
Determinación de la bioactividad de LH 
La bioactividad de LH en suero se deterwin~ por la esti- 
mulación de la produccicjn de T por células intersticiales 
testiculares (Sardañons y col., 1987). Las determinaciones se 
realizaron sobre sueros sin congelar, inmediatamente luego de 
la decapitación. Se obtuvo una suspensión de células inters- 
ticiales por colagenizaci6n de testículos de ratas adultas, 
en un procedimiento análogo al descripto anteriormente. Alí- 
cuotas de la suspensián obtenida, conteniendo aproxi- 
madamente lo6 células, fueron incubadas en presencia del 
standard 1-5 de LE1 en el rango 0,18-1,5 ng, o de diferentes 
alícuotas de suero, durante 3 horas a 34°C. Finalizadas las 
incubaciones, se centrifugaron las suspensiones y se deter- 
minó, por RIA, ls concentración de T liberada al medio de 
incubacion. Los resultados se expresan en ng/ml de suero, con 
respecto al standard LH 1-5 . 
Examen histol6~icú Y morfométrico de los tejidos 
Los tejidos fueron embebidos en formo1 40%, deshidratados e 
incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um de 
espesor y se procedió a su montaje para la coloración con 
hematoxi lina-eosina. Los preparados fueron anal izados y 
fotografiados con un aumento de 400 veces. Las deter- 
minaciones morfométricas (altura epitelial y diámetro 
tubular) se realizaron utilizando una grilla cuadriculada. 
Determinación de proteínas 
Se realizo por el método de Lowry (19511, utilizando albú- 
mina sérica bovina (BSA) como standard. 
Análisis estadístico 
Las diferencias estadísticas se analizaron por e l  test de 
Student  en e l  caso de 2 grupos, y por análisis de varianza y 
test de Duncan en el caso de más de S grupos (Li, 1964). 
1. S T I Y I D A D  W I T U  DESCARBQXILASA COMO DE LA ACCION 
PRQLACTINA EN EL TESTICULQ 
Si bien la accián de la PRL se consideró inicialmente 
restringida al inicio y mantenimiento de la lactancia, se 
atribuye en la actualidad a esta- hormona una variedad de 
efectos relacion&dos con el crecimiento, el metabolismo y la 
funcidn reproductiva. 
En los últimos años ha sido inequivocamente demostrada la 
participación de la PRL en la funcidn reproductiva del macho. 
Los primeros estudios al respecto fueron realizados en una 
cepa de ratones genéticamente deficientes en PRL (Bartke, - -' 
1965). Estos animales son infértiles a pesar de mantener 
niveles normales de gonadotrofinas, y su fertilidad es res- 
tablecida por tratamiento con PRL. 
Una segunda serie de evidenaias proviene de estudios rea- 
lisados en el hmster. En esta especie, la exposicibn a foto- 
perfodos cortos provoca la disminución de los niveles circu- 
lantes de PBL, LW, FSR y andrbgenos, que resulta en un 
airarcda disminucibn dé la fertilidad _ (Bex y col., 1978). 
Todm estas alteraciones son revertidas por 1s restauración 
de 10s niveles de PRL, a travbs de la adininistraci6n de PRL o 
-bien por al iaplcmte da hipdfisis bajo la cápsula renal 
( B a r t b  y col. , 1980). 
La accidn de la PRL sobre la esteroidogénssis testicular 
fue estudiada en diferentes modelos experimentales. En el 
ratba, la PBL regula el contenido intratesticular de coles- 
terol estcarifiodo (Bastke, 1969) y la actividad 3@-hidroxi- 
mt~roids deshidrogenasa testicular (Haf i s z  y col. , 1971). 
Belanger y col. (1981) demostraron que la administraci6n de 
esta hormona increaenta los niveles s6ricos e intra- 
Cssticularas de Adrdgenos a las 2 horas post-tratamiento. 
Otros trabajos, mediante tratamientos áa vivq (Purvis y col., 
1979) demuestran que la PRL es capaz de estimular la pro- 
duccibn de ruldráglenos i g g ~  por c6lulas intersticiales. 
Se ha involuerardo adeds a esta hormona en el inicio de la 
- pubertad, al comprobarse que su síntesis y sscrecibn es 
increaentarda en la etapa prepubsral (Negro-Vilar y col., 
1973) y que la hipsrprols~tinemia resultante del implante de 
dos higbfisie bajo la a6paula renal va acompaiiada por una 
d u r a c i h  sexual precoz (De Jong y Van der Sehoot, 1979). 
La interpretación de los estudios in vive sobra animales 
intactos merece especial precaución, dado que m estas condi- 
ciones una hiperprolactinemia orhica moderada resulta en un 
aumento de los niveles de LH (Baraao y col., 1982) y del 
número de receptores de LH en las celulas de Leydig (Purvis y 
col., 19791, alterándose de esta manera la sensibilidad a la 
gonadutrofina. No obstante, la descrigcibn de sitios recep- 
%ores especif icoe para PBL en la membrana plasdtica de las 
cdlulas intarsticiales testieularea (Charreau y col., 1977) 
sugiere que la PRL tairtbirln ejerce un efecto directo en el 
testículo. 
Sin embargo, aun ea animales hipofisectomisados resulta di- 
ficil distinguir una acción per = de la PRL de la acci6n 
aindrgica que ejerce con la LH a nivel testiculsr (Hediez y 
col., 1972a, 1972b; Purvis y col. , 1979). En este sentido, es 
interesante destgcar que la intemalizaci6n del receptor de 
LE3 provocada par dosis desensibilizantes de esta hormona es 
acologaííader por la internalizaci6n conjunta del receptor de 
PRL (Davies y col. , 1980), lo cual sugiere una asociación 
física entre ambas entidades en la membrana plasirrática, en 
concordancia con la función de la BRL como moduladora de la 
accibri de la LH. 
Cabe sefialar que si bien la PRL, actuando a travds de 
diversos mecanismos, parece ser esencial para el mante- 
nimiento de la funcibn testicular, la elevaci6n de los 
niveles sericos de PRL muy por encima de los hallados en 
condiciones fisiolrjgicas provoca un efecto elarantente anti- 
ganadal. A s i ,  la hipergrolactinernia inducida por irnglan- 
tacidn de un tunaor productor de PRL provoca una marcada invo- 
luci6n testicular (Fang y col. , 19741, fenáaaano atribuible, 
al speaos en parte, a1 descenso en los niveles de gona- 
dotrofinas (Celotti y col., 19781. Este efecto bifbsico de la 
PRL evidencia la necesidad de mantener determinados niveles 
de la hormona para una funcidn testicular normal, pero por 
debajo de cierto umbral. 
Los experintentos inversos, es decir los basados en el des- 
censo de-lo5 niveles stsricos de PRL, conducen a resultados 
contradictorios, por cuanto algunos autores describen que el 
tratamiento crdnico con el agonista doperminérgico brorno- 
criptina provoca una cafda de los niveles sericas de teatos- 
terona (Barañao y col., 1981) y una disminuc-ión de la concen- 
tracih intratesticular y de la produccih ig vitrq de andró- 
genos (Suescun y col. , 19851, mientras que otros encuentran 
s6l0 cambios ins.ignificantes en los niveles de testosterona 
(Huhtaniemi y Catt, 1981; Waeber y col., 1983). Esta dispa- 
ridad de efectos podría atribuirse a diferencias en sensi- 
bilidad a la PRL en función del estadío de maduración sexual 
(Rovacevic y col., 1982) y al efecto bifdsico, dosis-de- 
pendiente, de la PRL recientemente descripto en testiculo 
psrfundido (Fung y col. , 1989). 
De los antecedentes presentados se desprende que existen 
numerosas controversias acerca de la acción de la PRL sobre 
el testiculo. En particular son escasos los datos referentes 
a la respuesta aguda del testiculo a esta hormona, es decir 
en e1 tdrmino de horas luego de su adntinistracibn. En esta 
sección describiremos la accidn de la PRL sobra la actividad 
ODC testicular. Corno-- se ha meracimado en Mrrafos ante- 
riores, nmrosas hormonas o factores como LH, FSH y AMPc 
(Beddy y Villee, 19751, prostaglandinas (Madhubala y Reddy, 
1980a, 1980b), catecoleiminas (Madhubala y Reddy, 1981), LHRH 
(Madhubala y Reddy, 19821, factor de crecimiento epidermico 
(Stastny y Cohen, 19721, factor de crecimiento transformante 
(Nakhla y Taao, 1985) y arainina vasopresina , ( W d y  y col., 
19881 son potentes estimuladores de la ODC testicular, cuando 
son administrados vivo. La actividad ODC también fue uti- 
lizada como marcadora del proceso de desensibilizacidn testi- 
cular provocado por norepinef rina, gonadotrof inas, pros- 
taglandina E y arginina vasopresina (Madhubala y Reddy, 
1984a, 1984b, 1985; Reddy y col., 1987). Curiosamente, el 
efecto activadar de las gonadotrofinas es bloqueado por inhi- 
bidores a-adrenérgicos (Madhubala y Reddy, 1983), desco- 
nociéndose la implicancia fisiológica de este fenómeno. En 
esquemas in vitrq, ha podido demostrarse el efecto esti- 
multstorio de las gonadotrofinas y el AMPc sobre la ODC de 
testículo total (Osterman y col., 1983a), LH sobre células de 
Leydig purificadas f Osterman y col. , 1983a) y FSH sobre 
cdlulas de Certoli en cultivo (Francis y col., 1981). En 
cdlulas intersticiales aisladas de rata, la estimulacidn de 
- la ODC por LH aparentemente no guarda una relación directa 
con -la estianilacibn de la producción de testosterona 
(Osterman y col. , 1983b, 1983c), en concordancia con los 
resultados obtenidos en conejo (Youn$ Lai, 1982). 
Por otra parte, es reconocida la capacidad de la PRL de 
estimular la actividad ODC de diferentes drganos efectores. 
En explantes de glándula mamaria,se comprobó una acción 
conjunta de la insulina y la PlK para la estimulación de la 
ODC (Olca y Perry, 19761, efecto aparentemente mediado por la 
activación de la proteina quinasa C (Rillema, 1985). El 
tratamiento con PRL tambihn increraenta marcadamente la ODC de 
higado, rifibn, glándula adrenal y timo (Richards, 1975). 
Entre las glándulas sexuales anexas, la próstata presenta una 
actividad ODC estimulable por PRZ, si bien su acción se 
encuentra restringida al lóbulo lateral (Rui y Purvis, 1987). 
Resulta interesante destacar que en una variedad de tejidos 
efectores, el efecto estimulador de la PRL sobre la acti- 
vidad ODC es bloqueado por ciclosporina, un antibiótico que 
interactúa con fosfoligidos de membrana y que podría uti- 
lizarse como bloquehte especifico del receptor de PRL 
(Russsll y col., 1984). 
Para el desarrollo de los experimentos de esta sección se 
utilizaron ratas de 40 días, basándonos en que a dicha edad 
la PRL parece ejercer una importante acción sobre la función 
reproductiva, y en que la sensibilidad a esta hormona es 
menor en etapas lnas avanzadas del desarrollo sexual 
( Negro-Vilar y col. , 1977). 
En nuestras condiciones de ensayo, la liberación de COZ a 
partir de ornitina por extractos de testiculo resultó ser 
lineal con el tiempo de incubación hasta los 60 minutos 
(Figura 5a) y con la cantidad de proteina hasta los 2 mg 
(Figura 5b). . 
El d l i s i s  de Lineweaver-Burk se realizó en presencia de 
una cantidad constante ( 0 , 2  M C ~ )  de *c-ornitina, y cmti- 
dades crecientes- de ornitina, en concentraciones finales 
hasta 2 mM. La velocidad de reacción se determinó calculando 
la actividad-específica de la ornitina en cada punto. Se 
obtuvo un valor de Km de 0 , 3 2  mM (Figura 6). Para las deter- 
minaciones subsiguientes, se trabajó a una concentración 
final de ornitina 1 mM. 
La actividad ODC fue completamente inhibida en presencia de 
DFMO 1 mM, obteniéndose valores de radiactividad iguales a 
los blancos de reacción. Tampoco se detectó actividad en 
ausencia de fosfato de piridoxal. 
La determinación de la actividad ODC en preparaciones de 
túbulos seminiferos y células intsrsticiales reveló valores 
comparables en ambos compartimientos, cuando se expresan por 
mg de proteina (Figura 7). En base a estos valores, y a la 
. - -  
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. Agtivfdsd ODC WstAcular. a: linaalidad con el 
da tawb9ci6nt. b: l i n e a l i d d  con la  cantidad de 
- a. los valores correspcmd8in a la  actividad prove- 
nimte de tsstioulos de B animales hoaogeneizados conjun- 
4x9. 
. Actividsd ODC temticular. a: curva de saturación 
b: truiniornaci6n ds los datos por el adtodo de Lineweaver- 
&trk. b= 0,32 arrbit. r= 0,992. 
proteína (-1 
m r a  7 .  Actividad ODC en preparaciones de ttíbulos semi- 
~ $ 9  eros (a) y -  cblulas interst ic iales  aisladas ( Los 
valores oorreegonden a la  actividad proveniente de test i -  
culos de S animales hmugeneieadús con juntamente. Túbulos 
serninifer~~: 5 7 , B  pales/h/mg de  protefna, CBlulas inters- 
ticialss: 42,9 ~8aolee/h/nag de proteína. 
cantidad de proteina por testículo en cada sector calculada 
en el mismo experimento, se calculó el aporte de los túbulos 
seminiferos y las células intersticiales a la actividad ODC 
total del testículo. Los valores hallados fueron 5800 
pmoles/h/testiculo para el sector tubular y 256 pmoles/h/tes- 
tículo para el sector intersticial. 
tmo c i , m i m o  de la actividad ODC testiculay 
Se sacrificaron grupos de 4 animales cada 2 horas, 
utilizando lua roja en el periodo de oscuridad. Se conge- 
laron los testículos y se analizó la actividad ODC de todas 
las muestras en la misma determinación. Como se observa en la 
- 
Figura 8, se inicia un aumento de la actividad al final del 
periodo de oscuridad, con un gico a las 11:00 h, un- descenso 
progresivo hasta las 15:OO h y un nadir hacia las 23:OO h. 
En base al perfil obtenido, y con el objeto de evitar el 
csnmascarmmiento de los efectos por el gico de la m&ana, los 
experimentos siguientes se iniciaron a las 15:00 h. 
La administración de una única inyección de PRL ovina 
resultó en la activacidn de la ODC determinada en testiculo 
total. Segt%l se observa en la Figura 9a. la activticidn es 
hora 
Ritmo circadiano de la actividad ODC testioular. 
L a  valores representan promedios I ES de 4 determinaciones 
Individuales. - , periodo de oscuridad. 
a 8. Efecto de una Cuiica dosis de PRL ovina sobre la 
actividad ODC testioular. a: actividad en función del tiempo 
post-trat-iento (dosis administrada: 1000 M). b: actividad 
en funcidn de la dosis adninistrada (tiempo: 4 horas) . Los 
valores representan promedios t ES de 4 determinaciones indi- 
viduales. * P < 0,05. ** P < 0,Ol. 
máxima a 1- 4 horas luego de la inyeccidn, llegando nue- 
vamente a valores cercanos a los basales luego de 24 horas. 
El efecto observado es dosis-dependiente y estadis- 
ticamente significativo a partir de 500 pg (Figura 9b). 
La deterasinación de la actividad en c6lulas intersticiales 
y túbulos seminffesoo aislados demostró que el efecto de la 
PRL observado en testiculo total se limita al sector inters- 
ticial, sin efecto sobre el sector tubular (Figura 10). 
Se investigó posteriormente la capacidad de la PRL de esti- 
mular la actividad ODC en condiciones de estimulación ipáxima 
con hCG. Para ello, primeramente se determinaron tales condi- 
ciones. Como se muestra en la Figura 11, la inyección de hCG 
increment6 la actividad luego de 3 horas, y el efecto máximo 
se observ6 a la dosis de 2 UI. La administración conjunta de 
500 ug de PRL y 2 U1 de hCG no increment6 los valores de ODC 
por encima de los obtenidos con hCG solamente (Tabla 1). 
Con el fin de corroborar la participación de la PRL en la 
regulación de la ODC teaticular, se trataron ratas con el 
antagonista dopamin4rgico sulpirida. Como se observa en la 
Figura 12, la administracidn de 10 m g  de este compuesto 
provocó un esmento de los niveles s6ricos de PRL, que 
alcanz6, luego de 2 horas, valores de aproximadamente 9 veces 
los basales. El aumento de la PRL sérica fue acoarp&ado por 
la estimulaeión de la ODC testicular a las 4 horas luego de 
la inyección (Figura 12). 
v.. 
. *, rL. 
sector ivitersticiai sector tubdar 
a 1Q. Efecto de Una única dosis (500 M) de PRL sobre la 
actividad ODC de túbulos saaixiferos y células inters- 
ticiales aisladas. Los valores representan promedios I ES de 
_ - 4  determinaciones individuales. * P < 0,05. 




11. Bfeeto de la hCG sobre la aotividad ODC testi- 
cular. a: aotividsd en funciQ del tiempo (dosis: 0 , 2  UI). b: 
actividad en función de la dosis  administrada (tiempo: 
3 horm). L0É3 valores representan prolasdios .L ES de 5 deter- 
minaciones individuales. * P < 0,05. ** P < 0 , O l .  
* 
..................................................... 
Tratamiento Actividad ODC 
(pmles/h.mg de proteina) 
----------------------------------------------------- 
Vehiculo 51,6 I 8,2 
hCG- 107,8 I 10,4 * 
PRZ, 115,2 i 10.,6 * 
- h a  + PRL 137,2 i: 23,O * 
..................................................... 
-. Iafeoto de la administración conjunta de 500 M de 
FBL y 2 UI de hCG sobre la actividad O X  testicular. Los 
valores representan promedios f de 5 determinaciones 
individuales, luego de 3 horas post-tratamiento. * P < 0,05 
cun respecto a los controles tratados con vehiculo. 
1 tiempo (horas) 
. Efecto de la administración de sulpirida sobre los 
niveles sdrieosp de PBL y la actividad ODC testicular. Los 
valoras representan promedios f ES de 5 determinaciones indi- 
viduales. * P < 0,05, ** P < 0,01 con respecto a los valores 
a tiempo 0.  
- 
En una prinera serie de 6xgerianentos, ratas - hipofi- 
ssctomieadas fueron inyectadas con 100 o 500 pg de PRL, 
2 veces por dia durante 2 días, y sacrificadas 4 horas luego 
de le últilag inyeccich. En estas condiciones, se obser~6 
(Figura 13) que la higof isectomia provoca Üna importante 
caida be Ia actiyidad ODC tsaticular. La administración de 
100 a 500 M de PRL no estim16 1% actividad ODC en estos 
animlss . 
En un segundo modelo, ratas hipofisectomisadas fueron 
inyectdas con 200 pg de PRL y 2 U1 de hCG, 2 veces por día 
durante 2 d i a s .  Al tercer día, los animales recibieron 500 u 
de PRL, 2 U1 de hCG, o una oolribinsición de miibas. Los 
resultados se observan en la Figura 14. La hipofisectomia 
grovocd nuevamente la caida de la actividad ODC, si bien en 
menor grado que en el esqueme anterior. La hCG estimuló la 
actividad par encima de los valores de los cantroles 
intactos. Nuevamente, una dosis de 500 pg de PRL no estimulb 
la ORC en el testiculo de estos animales, ni- modificó la 
respuesta a la gilondotrof ina. 
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a U. Actividad ODG testfmrlar en ratas intactas (1) e 
higofiseotoniisdas (Hx) tratadas con 100 o 5 0 0 ~  de PRL. Los 
valores representan promedios f ES de 5 determinaciones indi- 
viduales. * P < O,Ol con respeto a los controles intactos. 
NS, no significativo (P > 0,05). 
14. Actividad ODC tssticular en ratas hipofisecto- 
misadas tratadas con 2 U1 de hCG, 500 m de P&t o una aoaabi- 
nacicjn de ambas. L o s  valores representan promedios f ES de 6 






En esta sección s e  han descripto algunos aspectos de la  
ornitina déscarboxi lasa testicular, que incluyen la exis- 
tencia de un ritmo circadiano de su actividad y l a  acción 
estimulatoria de la PBL sobre esta enzima. 
La actividd ODC testicular, determinada en nuestras condi- 
ciones, presentó propiedades comparables a las halladas en la 
- enaimaa de otros tejidos. Su Krri para ornitina fue del orden 
del obtenido en próstata ventral de rata (Janne y 
Williaiits-Ashman, 1971) e higado (Ono y col., 1972). La depen- 
dencia de forsfato de piridoxal para su actividad concuerda 
oon los requerimientos de este compuesto para la' mayoria de 
las descarboxilasas. 
Debido a que la velocidad de reaccidn fue determinada en un 
extracto crudo, existia la posibilidad de que la ornitina se 
ioetabolisara durante la incubación a otro compuesto capaz de 
ser descarboxilado por la misma preparación. En particular, 
se d ~ s c r i b i b  (Grillo y Foasia, 1983) que en núcleos de hepa- 
tooítus de rata la velocidad de liberacidn de COZ a partir de 
omitina no guarda una relacib estequio1~6t;rioa con la de 
producoidn de putcescina, y que e s ta  aatividad no es inhibida 
~ ~ P - D P ~ W D ,  inhibidor irreversible y altamesnte especif ico  de la  
ODC, indicando la existencia de un prooeso indirecto en la 
dsrrsoarbxflmión de la ornitina. Para evaluar es+a posíbi- 
lid&, ee determinó la actividad ODC en presencia de DFMO. En 
este caso, la liberaci6n de COZ fue totalmente bloqueada, por 
lo que se descarta esta interferencia. 
Los resultados referentes a la distribución de la acti- 
vidad ODC en ~ b o e  compartirnientos del testiculo se hallan en 
uoncordancist con los hallados por Macindoe y Turkington 
(1$73), quienes observaron que la mayor parte de la ODC 
testicular se encuentra asociada a una fracción enriquecida 
en cblulas de Se+oli, pero no con los descriptos por Qian y 
col. ( 1985), quienes atribuyen una actividad ODC, - expresada 
por reg de proteína, mucho WOF a las células intersticiales 
en aopqparación con la de células de Sertoli, et§lulas germi- 
nales y esperipatoaoides egididimarioa. Estudios recientes 
(Eihubhada y col., 1989a, 1989b) indican que la actividad ODC 
es mayor en cdlulas geminchles que en c6lulas inters- 
ticiales, y que las actividades ODC y SAMDC en los dife- 
rentes tipos oelulares tssiticulares, como as5 tagibidn el 
con+aaido iatracelular de poliminas, guardan una estrecha 
relacián con la actividad proliferativa del testiculo durante 
la madurauión sexual. 
El estudio del ritmo circdiano de la actividad O X  testi- 
cular obedeció a 2 fines: 
1) LOS prinoipales factores hipofisarios que controlan la 
funcidn testicular (La, FSH y PBL) exhiben un perfil cíclico 
de sec~ecidn (Dohlgr y httke, 1976; Hostetter y Piacsek, 
1977). Adeds, en el ~ c h a  la liberación de LIf es pulsátil y 
regulada por esteroídes gonradales y neurotransraisores (Kalra 
y Kalra, 1983). Asi, resultb de interds estudiar de qué 
manera el oonjunto de estos factores afedan el ritmo de 
ac&ividad testicular, utilisando la OM: coirio 11tlazwador. 
2) h e  neoesario determinar un periodo de ti- en el que la 
actividad OBC se encuentra en sus valores minimos, para 
evaluar el posible efecto satintulador de la PRL. 
L u s  presentes ~esultados evidencian un ritmo circadiano de 
la OSK: testioular, con un marcado aumento al finaliaar la 
fase oscura. Si bien no se determinó el perfil diario del 
cantenido de poliminas, es dable, suponer que la activaci6n 
de la ODC conduciria a un aumento de los niveles de estos 
coog#lcmtoms en el testiculo, en forma análoga al perfil circa- 
diano de la actividad ODC y del contenido dd putrescina 
observado en higado (Nayashi Y col., 1972). Asi, suponiendo 
que la ODC es la enaiilia limitante de la isiatesis de 
polfairinas en el testículo, podemos especular que e1 reque- 
rimiento da poliaminas para la funcibn testicular varia a 
trtrvtbsl de un periodo de 24 horasl, lo cual a su vez refle- 
jaria ffuctuacioazes en la velocidad de sintesis de ADN, ABN 
y/o proteinas. Estos pr~uesos son particularmente activos en 
41 epitelio seminifero. bcordem~, además, que según 
nue~tms resultados e1 sector tubular aporta más del 90% de 
la actividad determinada en testiculo total. Por consi- 
guimta, exista una mayar probabilidad de que las varia- 
ciones diarias obaewadas en testiculo total tengan lugar en 
toar tSbulosi seminiferos. El conjunto de estos datos es 
consistente oon la hipótesis de un ritaao circadiano de la 
zwtivfdad OI)% de los tdhlos seminiferos. Se intentó 
ocaaprobar esta hip6i;esis diante la dsterrainaicidn de la 
actividad OflC en t\lbulos seminSferos y células iaters- 
ticiales a diferentes horas del dia. Sin embargo, a pesar de 
las claras diferqnc5u.s obaervsldas en testiculo total, no se 
pudo canprobar la existencia del ritmo circadiano en los 
campairtiii&ñtcm aislados. Una posible explicacidn de ello 
sería la Mrdida de actividad durante el proceso de colage- 
nieaoih.  Esto podria ser csnsecuenoia de una mayor labi- 
lidad de la gnsima ineiucida, con respecto a la basal. 
Dada la regulacibn iallltiple de la ODC testicular, resulta 
paco probable goder relacionar las fluctuaciones de la acti- 
vidad ODC can las de las h o m a s  circulantes. Wo obstante, 
teniendo a cuenta la higótesis enunciada, y el efecto esti- 
arulaitorio de la FSH sobre las células de Sertoli (Fraacis y 
col., 1981) es l&gico suponer la participacirjn de la FSB m 
el ritmo circcldiano de lar OM: testicular. Esto se encuentra 
en amplia concordancia con los resultados de Hostetter y 
Biacsek CP9?7), quienes describieron un pico de FSH en la 
rata moho al Pinaliear la etapa de oscuridad. El intervalo 
entre e d e  pico y la activación de la ODC testicular 

FA-? del antagonista dogamindrgico sulpirida provoca, tanto en rrr 
rata oanro en el hombre, una rápida liberación de PRL, obser- 
vable ya a l o s  30 ainutos luego de su administraci6n 
(Debeljuk y col. , 1973; 
. - - .-,- 
. e --Y? FA r - n ~  
es acomrp&do por un aumento de Ia liberacidn de LH ya sea-- m I 
ea fozma aguda ( D e b e 1  juk y col., 1975) o crdnica (Barda0 y I 
col., 1981). En estas condiciones, se observo una esti- 
mulacih de la ODC testicular atribuible a la PRL endbgena, i 
m! 
si bien no puede descartarse la posibif idad de un efecto 
5t@m@!Y- 
directo de la dsaa  sobre la actividad enzidtica. 
Por otra parte, la PRL, a la m i s -  dosis que la e 
- 
.-2 
6 rata8 intactas,  fue lncapaa de estimular la actividad ODC d e j  1
receptores para asta última hormona en el testiculo (Múrris y r Saxena, 1980; Huh-hnienai y Catt, 1981), se decidió mantener a iI los animales hipofisectomiaados hado un rdginisñ-de PRL y kOG a 
a 
sn dosis que son efectivas para el mantenimiento de la res- z 
puesta Besticular en ratas himf issctomizadas (Haf iea  y col 
1972a, 197233). Estos animales mantuvieron la respuesta a la s 
- 
hcXi (por wmto los valores de actividad obtenidos por 
LEdministración de esta hormona superaron a los de los 
I 
controles intactas) pero perdieron la sensibilidad a la PRL. 
Estos resultados proveen dos importantes evidencias. 
el hecho de que la respuesta a la ganadotrofina se encuentra 
oowsrsmdra apaye 1s idssr de que el efecto de la preparacidn 
dar PBL utiliisada no se debe a su contenido de LH. Segundo, si 
bien ei mtquam de tmtsepianto mmtdria  105 rsoepto~efs de 
PRL, ga baaie a 1 a  datos de la bibliograffa, la respuesta de 
Ir ma sra - tmmtian9t, i&icr@a que la hiperiisewtomia 
provcwqwír m drsño m su aeeenimm de m i &  pmterior a la 
s i u a i b  &e la h~emaaa. $&a -O sugiere ak menas 2 pusi- 
bil%&adm: 1) p m a  la idueeida de la actividad ODC, taaibas 
ho w&mri* mr ma;ai8aros ddif.dlrraaces; o- 2) l a  hipo- 
I arsolcb de fa LEJ, arf'wkado, par e,jsrrmplo, erf arcoglemisn.to 
, . metuptora et nivel ds iaesabrssza. - S bien es 
avidmb la mmwsidQB de ~3umercmas est:uüicm par1 waiuar 
mtas - ~ ~ B 3 1 i ~ ~ 1  los gm~rwrtras resultados sugieren que la 
e(0ti~1mibL3: de la aotividad CYBC constituye respuesta 
tr6ficih del t e f s t S t ~ u l o  a la PRL, no relacionada can la esti- 
iaizlach&rz de Ia ssatesoid.og~~f$:, que podría aplicarse al 
mtudio de La interacaión entre FBL y LN a nivel testi- 
cmlar. 
blecib Que el trofismo del eg5didimo depende de la presencia 
de un factor testfcular (Benoit, 1926). En las -15ltiaaas tres 
~ ~ G W ~ ~ L Q I ,  ba sido publicado un v a s t ~  a b r o  de .i;rabajos- refa- 
cimados, corr el sfmta de la castraoidn y del reemplaso con 
andrdgsnor sobre auriaemsos indicadores del trofismo y la 
función epididimarios. 
A los fines de una mejor ccirmprensi6n de este tema, es 
convenigca~ que nos detengamos brevemente a añaliaar cuales 
san las eventos wleculares que ocurren en un tejido efector 
de andraQmnos bajo la aoci6n de la hormona. A partir de las 
primeras evidencias experimentales, obtenidas por Jmsen 
(19621 sobre la aecióa de lors estm5genos en el Otero, la gran 
cantidad de estudios r6alisdoa gastsrio~nte ha llevado a 
posjrtillar una teoria unificada del anecavlism de amirSn de los 
erotecroidss, que mantiene su vigencia a pesar de las sustan- 
cial- dí2ioaciones gropuei8tas en los ú l t i m s  dos. Breve- 
mente, esta teoria propone 1 m  siguientes etapas: 
1) E1 btsteroide llega a la c6luPa en Fome libre o t ra s -  
portado por proteinas plarslaáticás. 
2)  En el caso particular de la testosterona, la hornroaa es 
meitaboliztda a un compuesto reducido, 5a-dihidro- 
testosterma (Sa-DHT), que posee mayor actividad b i o l a i c a  
que el precursor. 
3) La hormona se une con alta afinidad a un receptor de nettu- 
r a l a a  proteica denominado receptor. 
4) L a  uni6.n de l a  hormona al  receptor provoca un cambio con- 
farntacional (transforniación), proceso que resulta en un 
aumento de la afinidad por casponemtss nucleares. 
5 )  E l  amplsjo hormona-receptor se une con alta afinidad a 
s i t i o s  esgercifioos del genonia ( s i t i o s  aceptores). 
6)  La unión a los s i t i o s  acaptores provoca alteraciones en la 
actividad trsnsoripcional de genes esgecificos, por una serie 
de mecanismos aiin no del todo dilucidados. Esta acción a 
nivel nuclear detemina la aparición de la- respuesta bio- 
lógica. 
7) Luego de eie1.t;o tier-nrpo, d rente de la 0~n~~lñtraai6R. de 
receptrrr y del tm jida gitn wwtith, se desencadena la sersial 
para fa rbyamaf6n del prsootso, rsrs ¿-ir la dfso~ikcii ln de los 
8) E3 dmtino fiaal del  campleSo hormona-receptor depende del 
tejido eastudido, hrrtiitkdoss observado degrabac5LZn de la 
sipiultárm-te. La hormona Libre es metabolinada a 
Oboerracíones realirardas por numerosos laboratorios en di- 
- 
fermtss tejidos han apar.tacio tin &mero de variantes a este 
QiQ33ar: mmmiamr le ea8reda da fatit esteraidas a la - -c6lula par 
nmn%slcar ha sido insquivooammte deirto~trda. 
pincwsitcmie, sa forisa de le* con psakainas trmr%ipo~- - . .. 
tdiar'aarir (Pellinieini y -l., 5881; Attrsraadal y col., 1@61), 
de %-rakaspsrte de & Q F E ~ ~ ~ @ s  en la 
- p2asdt;iata (Giorgi, W T S )  y la prasermia 64 recsp- 
tarw fiárse, es decir sin hcmmna unida, arn el núcleo 
f Ml%sra, lg65). Mu abt~tmte, Ps valides de las pasos funda- 
biatirsows, diveraos gfttpoa ban ocart,udiado los cempfeja8 -a- 
- nfsme &@ mq&alaoi6n de estos procesos, que Enodiiicm la  
ornyá(acidd del reowtor para unir el ssteroide, amcrcierrse a la 
n&mado en definitiva fa smsribilidad del tejido efector a la 
requísi-t;o fuad-tal prtra 14 ac~it9n eadrctgtkaioa. h el 
spidbdima, Plwuisr (1S71) daaaribid por primera vas que la 
t e s tos te rma  administrada extSgm-nte es aaetaboliaada a 
Su-DRT, capa de unirse aun alta afinidad a un receptor cit;o- 
sblico. La preraemcia de raaeptores citoglsrsaiáticos de andrb- 
genos EML e1 epldídll~o fue pos%eriorppente confirmada en la 
rata (&anaaon y col., 1973E, cune jo (Dmeo y col. ,  1973), 
perro (Ycmnsae y c ~ l .  , 1979) y carnero (Carraau y col. , 1984). 
Blaquisr y Cafandra ( í 9 7 3 )  extxmdierc~n estos resultados al 
dsmostrar la locrlisracibn nuclear de rsctrptores de d r ó -  
gamas en el epididimo de rata. 
La variedad de estudias histo&&ficos, i is ioldgicos y bio- 
quimicos relacionados con las acciones que los  andrógenos 
e jsrcag sobre e l .  epidfdim impide una reaeiia completa de 
ellas en esta sección. Ccarro ya ocme&t&ranms m PQJrrafus ante- 
r a  14 part icular  situacih del epididinto en su relación 
con el  t e s t i cu lo  l o  hace un brg-o bajo el constante esti- 
mulo de =y altas eonaañtracionss de andrdgenos provistos por 
diferemtes vias. Besca-&arenos, en conjunto, que: 1) 1- 
ce5lulasr prinoigalaer del ep i t e l io  erpididimario parecen ser las 
Baas sms lb les  a la aoción de los andrógenos; 2) dicha sensi- 
bilidad vaqía a l o  la-o del tdbulo; 3) e l  trofisrrto general 
del br~ano  no es aoaqh tawnte  restablecido en ratas 
castradas por acbinistraoi6n de andrdgenos, sugiriendo la 
importancia de otros  factores testictalares; 4)  no todos los  
paráaitstros -mrcadores de respuesta coinciden plenamente en 
las diferentes condiciones experimentales; y 5) al menos 
teniendo en menta ciertas mrcadores, el umbral de conoen- 
%r¿k~ifh da d h @ e r 2 0 ~  para 41 mantenimiento del trofísrrro del 
órg- es atlpasentem%e w o r  que el de otros órganos atKir6- 
geno4 f~ntas  tales corso la prhtata y la vesicula 
slmina1. 
wta semcfbn arr%XPaare~is~s el nwtabolism &e poliestiaas 
en a l  epididinm y su aad~&mmdspendenoia nredipunte dife- 
m t e o  tmque~raao experimentafes. 
Se srpl icd  el m%da desarrollado ea el 1&03p~tu~.io, ptwa La 
detel.ninrrcst4z-i de Ia dtati~idad ODC en epididim de rata. En 
a.ar progxxoional a la con.c?entmei& cte proteina de lar  msstra 
Basta  2 m@, y al ti de i;itlcrubación hasta 61) minutos 
(Figura 15). 
La detarrainación de la actividad ODC en epididimos de ra- 
t aa  en difereates estadios de dc1racirSn sexual indicó que 
esta actividad es indetectsible a loai 10, 15 y 20 dias de 
dad, &msrtp$ndose una isiuarcada actiracibn de l a  enaiaia hacia 
83, d'a 23 (FWurai 16). Jb adelante, se decidió realizar los 
experimemtas ein ratas de 45 dias, cuyos epidldim presentan 
alta aetiriciad OBC y en los mtalgs no se coiaprueba ruin una 
entrada significativa de essger~ggtoeoides (bbaírer y Re-, 
1988). 
Para calcular el valor de Km de la reacci6n, ser incubaron 
sobrenmiantes libres da sustrato endó(leno por f i l t rac ión  
traves de Sephadex 6-25 con ooncentracionas crecientes de 
L-ornitina (0,25-2 mX) y una concentraci6n oonstante 
a u. Actividad ODC epididimaria. a: linealid& con 
tiempo de incubacibn. b: linsalidad con la cantidad de 
proteina. Los valores ~>rresponden a la actividad prwe- 
nienta de epidídimos de 5 animales , homogeneinsdos con jua- 
tanmnte. 
1 edad (dias) 
m. Ootogenia de 1, actividad ODC epididiiaria. Los 
valor- rapr~entsn im f m de 5 me&&--. Para o&a 
uastra se bmmgmsisaron ccmjuntaieate epididimas de 20, 15, 
10 y 3 animalas de 10, 16, 20 y 25 dtas, respectivamente. L a s  
mestras restantes provienen cada una de un tinieo animal. 
( 0 , 2  y C í )  de *c-ornitina. Los resultados se malizaron por 
el rnétodo de Lineweaver-Burk y regresi6n lineal. Como se 
observa en la Figura 17, el epididinro de rata de 45 dias  pre- 
senta una actividad ODC máxima de agroximadamente 
1200 gmoles/h/w de proteinrn y un valor de Km de 0,20 d. 
E1 estudio de la distribuoión de la eneima en los dife- 
rentes segmentos del epididíirro demostrb que, al sienos a los 
45 di- de edad, su aatividd es mayor hacia los segmentos 
distales del 63cgarro (cuerpo y cola, Figura 18). 
La orquidectomia bilateral resultb en una rápida caida de 
los andrógenos circulantes (83% de disminucfh luego de 6 
horas). Erata caida fue seguida por una abrupta inhibicidn de 
la actividad ODC epididimaria; dicha inhibición fue del 71% a 
las 12 horas post-orquidectomia. A las 72 horas, la acti- 
vidad ODC se encontr6 en el limite de deteccidn del ensayo 
(Figura 19). 
htividad epididiiaria. a: curva de satu- 
ración. b: triuisforraoiat de los datos por el d t o d o  de 
Cineweaver-Wrk. Km= 0,201 d. r= 0,991. 
cabeza - aierpo . cola 
i 
m. Distrikrcih de la actividmi ODC en segmentos 
corrsspadiaites a catara. cuerpo y cola de spidkiiio. Los 
valores regrseentan proudios DS de 5 determinaciones 
individwles . 
a u- Pfeot~ de 18 orwideotaiia bilateral sobre los 
nive lu  &&ricas de T + Ia1T (0) y la actividud ODC epidi- 
d i a r i a  (a). Loll niveles de T + M1T disminuyeron signifi- 
eativ.urab a partir de las 6 horas (P < 0,Ol). La actividad 
OW: diaiinuyó a partir da las 12 horas (P < 0,01). Los 
valores rspres611t~ proidios i DS de 5 deteminaciones 
individualas. 
- 
, Wn roeas orquidgctomiaaidas 24 horas antes, l a  inyecci6n de 
--.r.>~,'uaa-ifurioa dosis de 500 de produjo un pica de l o s  
de este adr&erro luego de 8 horas, -te- 
' aidadam niveles  supraf isiol&ious hasta las 18 horas. La 
actividad ODC e p i d i d i ~ r i a  r m l t 6  significativamente incre- 
mentada luego de -12 hora ,  y ~ ~ a n t u v o  alores por gncisa de 
leo mtroles gor lo -os ducata 72 horas (Pi.QBura 28). 
- a . 4 ~ 1 $ j ~ . ; +  -C. hago de 7 dias pos*-oreufdec.I;c~~f a, la actividad ODC dismi- te- 1" ,Cid - d. 
. nuró a valores inds-teetablcaa; la edrriinirstrmi6n de PT a estos 
ceda 2 dias durante -7 dias c ~ n s a n d o  el trata- dr.-: - -+.- - --'. m h & 6  al cabo de 7 dias  post-orquidectomia, restauró dicha 
s .  -E-. J., - - "- - Ii=i- . a+.,HAt=-...., .--. -,- -7 -~Q&+JJ,.@&~&&~ W i o  O, 02 wg se- obtuvieron valores de 
'f"- . - - ' .\ $ ,,S 4 . Fe,- - actividad col~~arabfets rr los de epididimos de ratas intactas,  
% .- ->r 3y,,~~-.,~1:.-~i~duplióbnd~a este valor a partir de 0 , 2  mg (Figura 21).  - 
 ,,,,. .-- -, . La administración cr6nioa de arndr6genos reducidos tales 
. . - - .-%-,#k-xLrz. 
, . - c T y !ia-arzdrostdtn0-3a, 17P-dio1 (3adiol) tariabi9n 
- .  
J . .  -- + - . ._,,, - -  - L:5; result6 ea la est imlac ión  de la actividad ODC (Figura 22). 
- .  
tiempo (horas) 
L 
. - - 
m. Efecto de una úoica dosis de 500 pg de propianato 
de bstosteraoa a ratu orquidectcmisadaa, sobre los niveles 
s6ric- de T +-DRT (e) y la aotividad ODC epididimaria (o). 
Lcu valores representan proiadios I ES de 5 detsriinacimes 
individuala. E1 valor A y la franja rayada raprsrsntm la 
-tividad OM: epididiiiria y los niveles de T + M T  de los 
~aitroles intaotos (proPadios í ES). * P < 0,05. ** P <O. 01 
ccrn respecto a los valores a tiempo 0. 
m. Efect;o de la  or~uideretoaaia y de la administración 
- de propiaata de testoshrona y acetaeo de ciprotárona a 
ratas ~rquideatwPPiaadai, sobre la  actividad OLK: epidi- 
dimarta. Las valores represientan promedios l: $S de 5 deter- 
min~?icmes  individuales. ND, no detectabls. , orqui- 
dectoiia bilateral. PTB propionato de testasterana. AC, 
acetato de ciproterona. ** P< 0,01 eon respecto a los valores 
de animales intactos. 
. Ccmpameión del eftwto e la rrdminisatrigci6n 
cnhicm de teatater-, Ib-DBr y Ba-diol (200 ~ / 2  di-) a 
ratas cmtradas sobra actividad ODC e p i d i d P ~ ~ i a .  Los 
- valor- r8premmtan pr iog f 6.6 4 d- inao im 
individuales. 
acetato de ciproterona. Cuando se administraron 10 m g  de este 
compuesto junto con 0,2 mg de PT, los niveles de ODC se redu- 
jeron a valores comparables a los obtenidos por adminis- 
tración de 0,02 mg de PT, es decir que el antiandrógeno fue 
capa% de revertir el efecto del d r ó g e n o  en un 9OX 
(Figura 21). 
Cuando se estudió el  efeceo de la castraciijn y el reem- 
plaao androgthico en los 3 segmentos del epididimo, se obser- 
v6 (Tabla 11) una oaida post-castración de la actividad a 
valores no detectables en los 3 segmentos. Sin embargo, el PT 
indujo un aumento de 5 veces en el segmento proxinial , en 
oompasaci6n con los valores normales, aientras que su efecto 
fue considerablemente menor en los segmentos distales. 
Para investigar la importancia de loa aportes luminal y 
s-il~drg en el mn%enimienu &- . 1% . actividad OW, se rea- 
lis6 la orqufdeetomia unilaterraf; -que grevime la entrada de 




S nto Intactas Castradas Castradas + IPP 
............................................................ 
-. gfeeto de la castracidri y de1 raeaplaeo andrw6nico 
con propionat;~ de testo~terona sobre la actividad ODC en 
segmentos del epididimo. LOS valores se expresan como 
porcentajes con a los controles intactos, y 
rsgrrsegntm promedios f E6 de S determinaciones individuales. 
ND, no de*ecstsble. * P < 0,05 con respecto a los valores 
obtanidos de los animales intactos. 
guineo de los andr6genos producidos por el testiculo rema- 
nente. C m  se observa en fa Figura 23, * no existen dife- 
rencias significativas entre las actividades en los epidi- 
di- de ambos lados ("noriaal" y "castrado") a los 4, 8 y 15 
dias luego de la hemiorquidgctomia. La reinocibn del tessrtf- 
culo remanente a ratas hemicru~tradas provoc6 nuevamente la 
oaida de la actividad ODC a valores indsteetables en ambos 
lados. 
La ligadura de ,108 c&uotas sfctrentes no afeotb, luego de 
7 dias, la &otividad W C  en caraparación con e'i epidfdiw del 
lado intacto (Figura 24). 
Se amparó la respuesta al PT en ratas castradas 24 hork 
antes de iniciarse el tratamiento, y en ratas intactas de la 
misma edad. L o s  resultados se observan en la Figura 25. En 
ratas castradas, una baja dosis del andrógeno (0,05 m g  cada 
2 diaa) restrturd la actividad ODC a valores normales; sin 
embargo, no se obtuvo efecto significativo sobre la acti- 
vidad en ratas intactas aun a una dosis de 2 m g .  
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. .* - dectomiaadar, luelc de 4, 8 y 15 di-. Las valorsi -- 
m e n t a n  promedios í P8 de 8 sainlr. ID, ao (lataefabls. N, 
-- - 
. epididimo del lado control (watralateral). Cx, spididiiilo del 
lado castrado (ipsilaterall . 

- m. Respuesta de l a  actividad ODC epididimaris a l  . 
----propio9ato de testmterona en ratas iñtaotas (m) y ratas- - 
--- - 
-. - . . - .. - eo~tir i8ik 24 horas antes del Inicio del  tratasi&o ( - l . - -  - .. 
, - -, 
--- LoakiLala.rscibierrrn l ea -dos i s  indioladas dr PT- cada 
- - 2 días;. Los .valores @e eqprrnao como porcentajes de loil &m--- 
.--- - - - tri5l.e iatwhw - respectivos y - representan promsdio. i DS para = ---- 
5 de6srriaaoioli.s individuales. NS, no signif icetivo. WD, ao 
m detectable. 
gssencia de testosterona 100 nBrl r-ultó en una estimlacibn 
X 
P@aificetiva de la actividad ODC luego de 6 horas. Dicha 
estimulación fue bloqueada por incubación en presencia de 
cicloheximida (Figura 26). 
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ión de flutamida a ratas intactas resu&t6 Bn 
qignif icativa, si bien iiaer&tsm&i, del peso -tiea 
Tabla 111). No se detecrtaron diferencias signi- 
. . 
ficativas a las dosis de 0 , s  y 1 =/dis. A la dosis máxima 
(10 &/dial, al porcentaje de disminución de peso fue del 
El efecto de la flutamida sobre la actividad ODC en epidi- 
dimos de ratas intac~as se observa en la Tabla 1x1. A las 
dosis de O 5 ~ 1  ,w$$it,-no se hallaron diferencias signif i- 
, - C  - , = l . :  - x- C i x  
.";: , 1 
c a G S i a  activ%d&, mientras que a 1. dosis de 10 4, 
- gna inhibicida del 39%. 
un posible efecto indirecto de la flutamida, 
actuando a nivel hipotalámico-hipofisario, re determinaran 
los niveles-sdricos de LH y andr&enos, y la concentración de 
sndrúgenosr en el epididim. E1 tratamikwito con flu%amida 
awnent6 Los niveles de LH, determinada por radio- 
inrmraowr.swo (Figura 27). El auwnto de fa eori-cséntración de 
- 
-_,. ' --. . $fe&a 5,- da la twatssmdi sobra &a sicti; 
.- 
e *  . . %ZS da B p i d i P L  da riSu w m i a s i  . . valo---- se- 
,- 
_ _  m _ _ l . - '  fX=a m- oon ~~ r - g a s  ecm8ra3~ - m ~ ~  
. . 
- tfdaz inoubrdoil .h -hFatwtenacr, y reprerantan prom!&i- * - 
4s- - t5 - &d;erlbinacioanras frdividuales. T, taartcmt-a- 
( 100-.&), C, cirrlabduti~ida (10 icrrg/ml). 
actividad ODC epididimaria 
Dosíte P-o de epididim ----------------------------e-- 
(mg/dia) (rrig/100 g de peso) pmol/h/mg.prot. pmol/h/órgano 
............................................................ 
w- $feota de la flutaniida sobre el peso y l a  
actividad ODC sgididimarios en ratas intactas. Los valores 
representan promedios I ES para 5 determinaciones indi- 
viduales. * P < 0,05;  ** P < 0,01 con respectó a los con- 




- - -  -a 27. Niveles ~ M c o a  de LB, T + WT-- y -m an ratas - - -  - 
I intactas tratadas cai flutamid.. loli vrlocer-M-tan pro- 
medios t ES de 5 dateminaciones individuáles. ** P <0,01 oon 
respecto a los aoatroles tratados con vekiculo. 
LH rstpultb además en un aumento de su bioactividad, por 
cuanto los sueros de los animales tratados con flutamida 
esthlan j,n vitr~ la producci6n de testosterona por ct5lulas 
- 
intersticiales testiculares, en mayor grado que los sueros de 
ratas tratad- con vehiculo (Tabla IV). 6ste aumento de la 
actividad de LE3 en suero resultd en un aumento de los niveles 
s6ricos da aadrógenos (Figura 27). 
Con el objeto de evaluar la posible participación de la PRL 
en la acción de la flutamida, .se determinaron los niveles 
saricos de PBL en animales control y tratados eon el anti- 
andrágeno. No se observaron diferencias significativas aun a 
la dosis dxiina. (Figura 27). 
Los niveles intraepididimarios de 5a-DHT y 3a-dio1 también 
se encontraron significativamente aumentados por tratamiento 
con flutamida (Figura 28), en forma paralela al aumento en 
los niveles sdricos de andrbgenos. Como consecuencia de ello, 
una forma d s  real de expresar la dosis efectiva de fluta- 
mida en el animal intacto tendria 1s forma 
F: dosis de flutamida administrada 
(DBT): concentración egididiirichria de DHT del grupo tratado. 
(DHT)o: caarcentraoih epididimaria de DHT del grupo control. 
............................................................ 
Tratamiento 1 -LH B-LEI 
............................................................ 
Intactos : 
Vehiculo 100 I 33 
Castrados : 
I V .  Efecto de la ilutmnida sobre la inmunoreactividad y 
Bhxwtividtmd de LH en sueros de r a t a  ltntact61s y -crarstradas 
tiad-w crm propicanato da testosterma. 1-M, inrrauro- 
reaatividad. B-LW, bioactividad. Los  valores se expresan c m  
porceala;5- de fusr oontroles-  intacto^ tratados c m  vehiculo. 
* P 4 0,05. 
.- . . CcmcmLraalonerr~ intrraspididiarrarís9i'- de an8i~bEgmos 
(DHT F Sa-diol) en ratas iataotae tratadas con flutetiaida. Los 
valores representan -proaedios f IhlS de 5 d&eminaclcmea 
individuales. * P< OSOS. S* P< 0,01 con- - r e s ~ t o  a 1- 
o m t ~ a l e s  tratados con vshiculo. 
Cuandlo re grafioa la actividad ODC en funci6n del. lqa- 
ritmo de la dosis efectiva F' , se obtiene una recta con un 
alto coeficiente de correlación (Figura 29). - 
En contraste con los resultados obtenidos en ratas intac- 
tias, m&w oastrgdm mantenidas oon 50 )~g/d'ia de PT se 
obserrvd uaa dpida  oaida del  peso del epididim ya a la menor 
- 
dosis de flutaaaida (Tabla V ) .  La dosis de PT adaiinistzada- fue 
- efeetiva en mantener niveles normales de actividad ODC. 
, Adds, 1s flutamYda provocó una mascada inhibición de la 
aotividad sun a 1- dosis badas. A la dosis de S mg, la 
actividad alcans6 valores no detectablss (Tabla V). 
Se procdib al examen kistolc5gico de los epididímos bajo 
loss diferentes tratamientos. Lo% resultados se muestran e# 
las Figuras 30 a 32, junta a los valores de actividad ODC en 
.*m 
cada caso. Coro se pued$'*ooservhr (Figuras 30a y 31a). los 
epidídimoe del animal intac-presentan un epitelio pseudo- 
estra%ifioado. Las c6lula.s evidencian un ntícleo -1, con 
pequdae vac?uolas y abundantes estersocilias, y se observa 
- - 
- 
secreci~_do1uliinal. La castración p~ovoc6 una marcada 
-. dierminucidzr de la asl%ura del epitelio y del di&w&ro de la 
fus tubules, con dssaparioibn de liss estsreócilias y de la 
a 29. Correl8mi6n mtre la  dosis efectiva de f l u t a i d a  
F' y l a  actividad ODC epididimaria. Ratas intactas fueron 
tratadas con flutaaaida (0,s-10 mg/dia). Los valores de F' se 
calcularan a partir de las concentraciones de T en el 
epididilio obtenidas a cada dosis del antiandrweno. r= 0,997. 
............................................................ 
actividad ODC epididimaria 
Dosis Peso de epididim ............................... 
(=/di&) (mg/100 g de peso) garol/h/ag. prot. gmol/h/6rgano 
............................................................ 
-la V.  Efecto de la flutamida sobre el peso y la actividad 
. ODC epididiaearios en ratas oastrtidris tratadas con andrdgeno. 
- Les animales fueron tratadas eon 0,05 m g  de --propima.t;o de - 
testosbroaa/dia junto con f lutamida a las dosri-s indicadas. 
Las valores-representan proiaeaios f ES para 5 determinaciones 
individuales. ND, no deeectable. * P < 0,01 con respecto a 
los controles tratados oon vehiculo. 
Figura 30. Cortes t ransversa les  de co la  de  epidídimo de r a t a  
i n t ac t a  (a) y a los  7 días post-orquidectomía ( b ) .  Actividad 
ODC: (a) 618 pmoles/h. m g  de proteína. ( b )  no detectable .  
Aumento XíOO. 
Fipura 31. Cortes t r a n s v e r s a l e s  d e  c o l a  de  epidídimo de  rata 
i n t a c t a  t r a t a d a  con vehículo (a) o 5 mg/día de f lu tamida  (b). 
Actividad ODC: (a) 618 pmoles/h.mg d e  p ro te ína .  (b) 400 
pmoles/h. mg de prote ína .  Aumento X400. 
Figura 32. Cortes t r ansversa les  de  cola de  epidídimo de r a t a  
cas t rada  t r a t a d a  con 50 ~ g / d í a  de  PT (a) o 50 yg/dia de  PT y 
5 mg/dia de f lutamida ( b ) .  Actividad ODC: 839 pmoles/h.mg de 
prote ina .  (b) no de tec tab le .  Aumento X400. 
secreción luminal (Figura 30b). Los epidídimos de animales 
intactos tratados con flutamida presentaron una disminución 
de la altura epitelial y ausencia de vacuolas y estereo- 
cilias, con un aspecto intermedio entre el de los intactos y 
los castrados (Figura 31b). Luego del tratamiento con 
50 =/día de PT a ratas castradas, se observó un resta- 
blecimiento parcial de las características histológicas del 
epitelio (Figura 32a). Este efecto fue revertido por adminis- 
tración con junta ae f lutamida (Figura 32b). 
Los valores morforn6tricos de la Tabla VI representan en 
forma numérica lo observado en los cortes histol6gicos, en 
particular la influencia de los diferentes tratamientos sobre 
la altura epitelial y el diámetro tubular. Como se puede 
observar, existe una estrecha correlación entre dichos 
parámetros (especialmente el diámetro tubular) y la actividad 
ODC en las diferentes condiciones. 
-___-_------------------------------------------------------ 
Tratamiento Altura epitelial (ym) Diámetro tubular ( ~ m )  





Vehículo 17,8 k 0,87 15-20 93 t 6,56 60-125 
PT 28,9 + 2,86 25-40 133 ir 3,83 120-150 
PT + F 20,0 _+ O, 83 15-25 103 2 6,72 80-125 
............................................................ 
Tabla VI. Altura epitelial y diámetro tubular de epidídimos 
de ratas intactas y castradas tratadas con flutamida 
(5 mg/día) y/o propionato de testosterona (0,05 nrg/día). Se 
analizaron 6 secciones no consecutivas de cada segmento, y se 
realizaron 10 mediciones de cada parámetro por sección. 
2. ACTIVIDAD S-ADENOSIL-L-METIONINA DESCARBOXIJAS4 
.Descri~ción de la actividad en el evidídimo 
La liberación de *COZ a partir de SAM por extractos de 
epidídimo fue lineal con la concentración de proteínas hasta 
2 mg, y con el tiempo de incubación hasta los 60 minutos 
(Figura 33). 
Para el análisis de Lineweaver-Burk de la actividad SAMDC 
epididimaria, se utilizo un buffer conteniendo 0,l pCi de 
*c-SAM y concentraciones crecientes de SAM, y un sobre- 
nadante de epidídimo libre de SAM, obtenido por filtración a 
través de Sephadex G-25. Los valores de Km y Vmáx hallados 
fueron 50 fiM y 150 pmoles/h.mg de proteína, respectivamente 
(Figura 34). 
En sobrenadantes no filtrados por Sephadex G-25, se detectó 
actividad S W C  sin el agregado de putrescina exógena. En 
cambio, en preparaciones filtradas, que presentaron niveles 
de putrescina no detectables por el metodo cromatográfico 
(pág. 541, se observ6 que los valores de actividad son 
cercanos a los blancos de reacción, y que se produce una 
marcada activación por el agregado de putrescina ex6gena 
(Figura 3 5 ) .  
En forma análoga- a la actividad ODC, al menos en -animales 
de 45 días la actividad SAMDC presentd mayores valores en los 
............................................................ 
Tratamiento Altura e p i t e l i a l  (#m)  Diámetro tubu la r  ( ~ m )  
promedio f ES rango promedio + ES rango 
............................................................ 
In tac tos  : 
Vehículo 
Castrados : 
Vehículo 17,8 t 0,87 15-20 93 2 6,56 60-125 
PT 28,9 2 2,86 25-40 133 +: 3,83 120-150 
PT .t F 20,O t 0,83 15-25 103 + 6,72 80-125 
............................................................ 
Tabla V I .  Altura  e p i t e l i a l  y diámetro tubular  de epididimos 
d e  r a t a s  i n t a c t a s  y castradas t r a t adas  con flutamida 
(5  mg/dia) y/o propionato de  t e s tos te rona  (0,05 mg/día). Se 
analizaron 6 secciones no consecutivas de cada segmento, y se 
rea l izaron 10 mediciones de cada partimetro por seccidn. 
Descri~ción de la actividad en el evididimo 
La liberaci6n de ' 4 ~ ~ L  a partir de SAM por extractos de 
epidídimo fue lineal con la concentración de proteínas hasta 
2 mg, y con el tiempo de incubacidn hasta los 60 minutos 
(Figura 33). 
Para el analisis de Lineweaver-Burk de la actividad SAMDC 
epididimaria, se utilizó un buffer conteniendo O , 1  yCi de 
*c-SAM y concentraciones crecientes de SAM, y un sobre- 
nadante de epidídimo libre de SAM, obtenido por filtración a 
través de Sephadex 6-25. Los valores de Km y V d x  hallados 
fueron 50 @M y 150 pmoles/h.mg de proteina, respectivamente 
(Figura 34). 
En sobrenadantes no filtrados por Sephadex G-25, se detectó 
actividad SAMDC sin el agregado de putrescina exógena. En 
cambio, en preparaciones filtradas, que presentaron niveles 
de putrescina no detectables por el método cromatográfico 
(pág. 54) ,  se observó que los valores de actividad son 
cercanos a los blancos de reacción, y que se produce una 
marcada activación por el agregado do putrescina exógena 
(Figura 35). 
- En forma análoga a la actividad ODC, al menos en animales 
de 45 días la actividad SAMDC present6 mayores valores en los 
2. ACTIVIDAD S - AD- - L - M E T I O E J ~  DE- 
La liberación de *C02 a partir de SAL( por extractos de 
epidfdima fue lineal con la ooacentraci6n de proteínas hasta 
2 ppg, y con el tiempo de incubacidn hasta los 60 minutos 
(Figura 33). 
Para el cPnálisis de Lin&eaver-Burk de la actividad SAMDC 
nadante de epididimo libre de S M ,  obtenido por filtración a 
trav4s de Sephadex 6-25. Loa valores de Km y VBháx hallados 
fueron 50 JAM y 150 pmroles/h. mg de proteina, resgeotivamente 
(Figura 34). 
En sobrensdantes no filtrados por Sephadex 0-25, se detectó 
actividad SMDC sin el agregado de putrescina ex6gena. En 
cambio, en preparaciones filtradas, que presentaron niveles 
de putcascina no detectablee~ por el m6tdo cragagtográiico 
(pbg. 541, se observd que los valores de actividad son 
cerames -a loa blmcns de re-cric%, y que se produce una 
marcada aotlvacih por el agregado de putrescina exógena 
(Ipiffura 35). 
- 
-En fprsi$_m&loglar- a -la actividad OPC, al menos m anin-ias 
de 45 di- la actividad SMDC presmeb mayores valores en los 
a 33. Actividad SAMDC epididimaria. a: linealidrrd c m  la 
cantidad de proteína. b: linealidad con e1 tiempo de 
incubacióin. L o s  valores corresponden a la actividad prove- 
niente de epididimos de 5 animales homogeneiaados conjun- 
tamente. 
a 34. Actividad S W C  epididiiaaria. a: curva de g;ratu- 
ración. b: transformación de los datos por el m & d o  de 
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Fimra 33. Actividad SAMDC ea sobrenadante de epididim no 
filtrado ( e )  y filtrado a trav4s de Sephadex 0-25 ( 0  ). En 
ambos casos se utilizd la misma preparación, proveniente de 
epididiaaos de 5 animales hornogeneizados con juntamente, 
incubada en presencia de las concentraciones de putrescina 
indicadas. 
segmemtos distales del órgano (Figura 36). 
El estudio ontag6nico de la actividad demostró que ésta ya 
es detectable antes del inicio de la pubertad, y presenta un 
máximo hacia el dia 25, al expresar los valores por de 
proteina (Figura 37 ) . 
Los experimentos descriptos a continuación fueron reali- 
zados ut. i l ia;do ratas de 45 dias de edad, por las mismas 
rasones que l a s  expuestas en el caso de la actividad ODC. 
La orquidectomia bilateral resultó en la disminucidn de la 
actividad SAMDC, si bien a una velocidad mucho menor que la 
observada para la ODC (Figura 38). Dicha disminución fue 
significativa a las 72 horas post-castración. 
A los 7 dfas luego de la orquidsctomaia, la Snhibición de la 
actividad SAMDC fue del 86% . La administracicin de PT durante 
el mismo tiempo, comenaando el tratamiento a las 24 horas 
post-orquidectomia, restaurb dicha actividad en forma 
dosis-dependiente (Figura 39). La actividad se normaliab a la 
p n  
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a 37. Ontogenia de la actividad SAmC epididimaria. Los 
valores representan promedios f ES de 5 muestras. Para cada 
muestra se ho~oogeneizaron oonjuntamente epididimos de 2 ani- 
males de 15, 20 y 25 días. L a s  mestras restantes provienen 
cada una de un Wieo animal. 
-a 38. Actividad SAMW epididiiparia en funoión del  tiempo 
post-castración. Los valores representan promedios f DS de 4 
determinaciones individuales. * P < 0,05 .  ** P < ' 0,01 con 
respecto a los valores a tiempo O. 
. Efecto de l a  orquidectornía y del tratamiento con 
- PT a ratas orquidectomizadas, sobre la actividad SAMDC 
epididiiaaria. E1 trataaiento con PT se realizd durante 7 
dias,  comensando a las 24 horas post-orquidectoaiia. Los 
valores representan promedios f DS para 4 determinaciones 
individuales. * P < 0,05. ** P < 0,01 con respecto a los  
valores de los  animales intactos. 
dosis de 200 M oada 2 dias, obteni6ndose valores por encima 
de los controles intactos a la dosis de 2000 u. 
En ratas intactas, el tratamiento con PT ( 5 0 0  - cada 2 
di-) durante 7 dias no tuvo efecto significativo sobre la 
actividad SAMDC (Figura 40). 
da en ratas con r e e u  
El efecto del PT sobre la actividad SAMDC en epididimos de 
ratas castradas fue completamente revertido por la adminis- 
tracióin conjunta de flutamida, obteniéndose valores de 
actividad iguales a los de los animales castrados. 
(Figura 40). 
Para evaluar el aporte de los andrógenos luminales y cir- 
culantes en el mantenimiento de la actividad SAMDC epidi- 
dimaria, los animales fueron hemiorquidectamioados,y se 
determinó la actividad luego de 7 dias. Como se observa en la 
Figura 41, no existen diferencias significativas en acti- 
vidad en ambos epididimos, indicasldo as5 que las andrógmos 
circulantes son suficientes para el mantenimiento de niveles 
normales de actividad SAMDC. 
a 40. Actividad S W C  en epidídimos de ratas intactas 
(1), intactas tratadas con 500 ~ g / 2  dias de PT, castradas 
(Cx) ,  castradas tratadas con PT, o con PT y 5 mg/dia de 
flutamida (F). Los tratamientos se realizaron durante 7 días, 
cospanzdo a las 24 horas post-castración. Los valores 
representan promedios f DS para 4 determinaciones 
individuales. ** P < 0,01 con respecto a los valores de los 
aniinerles intactos. 
Eiaura 41. Aotividad SAMDC en epididimos de ratas hemior- 
: uidectomiradas . Se representan los valores individuales de 
Y$OS pares de epididimos, juñto a los promedios f DS. N: Iado 
' -3intacto. Cx: lado castrado. 
todo de -acidn 
E1 método utiliaado para la deteriinacidn de putrescina y 
poliaminas, basado en la medición fluorom6trica de sus deri- 
vados dansilados separados por cromatografia en capa delgada, 
resultó adecuado para su aplicación al tejido .epididimario. 
La f luomscencia de los derivados de putrescina, espermidina 
y esgermina resultó proporcional al volumen de muestra ana- 
lizada y al volumen de extracto sembrado. Los espectros de 
excitación y emi.sidn de los derivados obtenidos con putres- 
cina, espermidina y espermina puras presentaron máximos a 
350 n m  para la excitación y 490 nm para la emisión 
(Figura 42). La fluorescencia molar (medida en unidades arbi- 
srarias) guardó la relaci6n 2,59: 3,38 : 3,96 para putrescina, 
espermidina y esperiina, respectivamente. Los valores de q 
fueron 0,62, 0,53 y 0,45 para putrescina, espermidina y 
espermina, respect ivagaente. 
En todos los casos se utiliaaron animales de 45 dias de 
edad. 







Eidmra 42. Espectros de excitación y emieidn de los derivados 
dansilados de putrescina ( ) , espermidina ( O ) y espermina ( A ). a: rxcitacidn (sliisih: 490 m). b: emisión (excita- 
ción: 350 nm). 
La orquidectomía unilateral resultó, luego de 7 días, en 
una disminución significativa del contenido (expresado en 
nmoles/tSrgano) de putrescina, esperrnidina y espermina 
(Figura 43). Sin embargo, al exgresar los resultados en 
terminos de conceptracidn tisular (nmoles/áf de tejido) no se 
observaron diferencias significativas en ningún caso 
(Tigura 44). 
ecto de la orau ia.f;eral Y del re- 
Err una primera serie de experimentos, se estudi6 el efecto 
de la orquiclectopaia a tiempos cortos, para evitar la atrofia 
del drgano que se produce a largo plazo. A las 24 y 48 horas 
post-castración, no se obssrv6 una diferencia significativa 
del peso del epidídiaao. En estas oondiciones se verificó una 
caida del contenido de putrescina egididimaria, sin cambios 
deteatablesr en uspemidina y esgermina (Figura 45). 
La caida en putrescina obe~vada a las 48 horas fue preve- 
nida por tratamiento oon PT, el cual no tuvo efecto sobre los 
niveles de esperrnidina y esparmina (Figura 46). 
ii 
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a 43. Contenido de putrescina, espemidina y espemina 
en epididimos de ratas hemiorquidectomiaadas. Los resultados 
se expresan en nirioles/órgano. Se representan los valores 
individuales de cada par da epididi-s, junto a los proadios 
I DS. N: lado intacto. Cx: lado castrado. Las diferencias son 
significativas (P < 0 , O l )  en los tres casos. 
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a 44. Conoentración t i su lar  de putrescina, espermidina y 
espemina en epididims de ratas hemiorquidectomisad~~~ . Los 
resultados se expresan en nmoles/g de tejido. Se representan 
los valores individuales de cada par de epididiirws, junto a 
los  promedios I DS. N: lado intacto. Cx: lado castrado. 
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Finura 45. Contenido de putrescina, espermidina y espemina 
en epidídimos de ratas intactas y a las 24 y 48 horas luego 
de la castraoidn. Los valores representan proaiedios f DS para 
5 determinaciones individuales. * P < 0,05 con respecto a los 
valores a tiempo O (intactas). 
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4 .  Efecto de la adaiinistracíbrs de FT a satm 
aastraelma -sobre el contenido epididimario de putrescina, 
- ssgexmidina y espemina. LQs animales recibieron 500 crp/dia 
. . .  .&al Wrógeno, ccmenoirnelo el tratamiento inmediatamemte luego 
, . de la. oastración. Los  valores representan proaiedios * DS de 5 
. &etsrainaoimes irrdividuaíes. * P < 0,05 con respecto a los 
valores de los animales intactos. 
. Luego de 7 dias, l a  orquideotamia bilateral resultó en una 
pdrdida de1 62% del peso del epidldinto, el cual fue parcial- 
mente remtablscido por tratamiento con 50 pgJditn -de PT 
(Tabla VII) . Dicha pdrdida de peso fue acompañada por una 
.. d i ~ ~ n u c i 6 n  de1 contenido tisular de putrescina, asgemidina 
y sspsmina, expresada en niiiloles/órgano (IPabb VII) . Esta 
calda fue significeiva para los 3 compuestos.. E l  trata- 
miento coa PT aumentó el contenido de poliminas en epi-  
- . didimo. da animales castrados (Tabla V I L ) .  Resu3ta intere- 
F 
. -  - *- - -  . .. . sante d~gaiilrikir que el contenido de putrescjna wmentt5 un 200% 
cm respecta a los animales oestrados .no tratados, mientras 
. que el. .contemido de ssgermidina y espemina auwmt8un 92% y 
34% respectivamente. A l  expresar los resultados m mles/g 
de  tejido (Tabla VII), se observd una disminución signif i- 
cs t iva  de putrescina y espermidina, sin camb& en esper- 
mina. E l  tratamiento con PT nom~~alia6 la eoncimtracibn de 
putrescina, sin efecto sobre esperrnidina y esparmina. 
cacioibss durante 7 dias) a animales intactos ao afecM el - 
tenidmni ía concentración do paliaminas en el epididiino.. 
iRL an%mal9iar castrados tratados con 50 ds PTicEia, fa fíuts- 
____-_-__----------------------------------------------------- 
Iratactaa Castradas Castradas + PT 
-------------------------------------------------------------- 
I'c?sa Cmf) 243 k 8 91 1= 5 155 í 7 * 
Conten Ido Pu 23,3 2 1,8 5 , 6  & 0,2 17,O + 1,8 * 
(MQl/bw) 
Sd 103,Q * 5,7 30,3 t O,'! 5 8 , í  4- 3,6 * 
. - -. m1a VIL.  Goateakdo y eancentraeccib de plutrer~~iaa (Pu), 
espermidina (m) y e s p g d n a  (Sp) m épid$dilaos de ratas 
. . intactas, cmtrdasr y cgstradrnsr tratadas c m  ' P*P (O, OSmg/dia). 
las valorías regreseatan pr iae -: ES para 4 dmtsrminaciones 
iredivi&xties. * P < O, 05 eun -9tpect0 a los valr>res obt;enidos 
m 1- misales castradak. 
Los d~1 aauiieales castrabdos el ~ ~ t o  del can%mldo de putres- 
cina y sspsrmidina provocada wr PT, s i n  evidenciar efecto 
sobre el ccltz2,enida de espesxmina (Tabla VIII) . - 
. . A -  - 0 ub+xmidas aabsa, íwmp~ y =la . de. ~ g i $ f d i m .  
W dirtalse del sg-ididimn, simado la diferencia, 
. c m  respsbcto a los valares obtenidos eaa el sgd~ 
- 
sstadisticmwmte significativa ara el caso de fa putreseina y 
Putrescina Espermidina gsperinina 
Tratamiento 
(nmoles/órg) (nnroles/&rg) (nmles/6rg) 
------------------------------------------------------------ 
Intactas : 
YIU. Efeato de flutmida sobre el contenido de' 
putrrascsina y pofiaminas ea epidídims de ratas intactas y ratas 
uastratdtm sztplemnt&rlas3 con propionato de %estosterana. Loa 
valores representan pr0111diw k E;S de 4 determinaeiorzes. 
* P < 0,05 VB animales castrados trataefos con PT. 
a 47. C a % m i d @  de ~ t r & c i n a ,  espe&i&ina - y sapemina 
ea esparm&osoides obtenidos de cabega (a), cuerpo (b) y aula 
(o1 de epididinao. Los resultados se expresan en 
izraolw/lQ &lufao, Y rb)prememtprn proimdios f fPS ds 5 .  de- 
tsrmiau?fon.s individuales. * P < 0,01. ** P < 0,01 con 
respecto a l o t ~  valores de (a). 
B1 m5tdo utiliaado para la determinaci6n de acetil- 
putrmscina y a~etilpoliarninas, análogo al descripto para la 
determinación de putroscina y poliminas, rerrult6 adecuado 
para su aplicaciOn al tejido epididiloaria, si bien los 
nivePes de dichos comestos fueron cercanas al l i  de
dekeoción del ensayo (0,125 males). En consecuencia, fue 
necesario modificar las condiciones de hoamgeneización, 
'extractrib y elución para minimizrar errores inherentes a la 
baja sensibilidad. 
La fluorescencia de los derivados dansilados de acetil- 
putrescina, N'-aceti lesgermidina, N 8-acet i lesgermidina y 
acetilespemnina resultd proporoional al wrlumea d s  muestra 
anaíieada y al volumen de extracto sembrado. Las espectros de 
wtci ta~lón y emisián de estos colapuestos tambih presentaron 
afbxiams-a 350 ruri para la excitaii,~ibtI y 490 nm para la %misidni 
Cfiguka 48). La fluorescencia molar guardd la reIaciBn 
1,17: 1,s: 4,4:-6,6 para acetilputrescina, #4  -acetileager- 
. midUla, H &-aceti lespermidina y aceti lesgemina, respec- 
tlvatáarrte: tos valores de r4 fueron 0,37. 0,53, .O,-!% y O. B8 
para acstilputrescina, ~"acati lespeniidía+ N' -**ti 1- 
1 - - - -a 4a. Espectros de excitacidn y misión de las derivridos 
.- ? +a,;- S: , &e metiiputmscina - 0  , ~ ' ~ t k € s & i & ~ e m i d d  
eit;ilfsispera~idina ( e ii y aoetilesperaaina ( A ) . a: 
' *xe9%a~,ión (@misi&: 480 m). b: esaiaidn (excitaaidaiJ: 
350 nm). 
espersiidina y rncetilespér~aina, respectivamente. 
Como se observa en la Tabla iX ,  no fue posible detectar la 
presencia de acetilputrescina en ninguna de las condiciones. 
En casibio, las acetiZpoliaminas fueron detectables en el 
epidídiaro, si bien em cantidades mucho menores que las 
policaminas. En el casó de las acetilespermidinas y fa 
acetilesgermina, la castracih provocó, luego de 7 días, una 
disminución. del contenido de los 3 derivados. Sin embargo, la 
concentracián epididimaria de estos compuestos mostró un 
perf i 1 dif %rente, aumentando corno consecuencia de la 
castracidn. 
El efecto de la castración sobre el contenido de 
acetilpoliqn&nas fue revertido por administracih de PT. En 
el caso de la concentración tisular, la acción del andqógeno 
fue evidente en kI8 -aceti lespermidina y aceti lesperrnina. 
--------------------------------------------------------------- 
Irit act as Castradas Castradas 
Peso de epididimo (mg) 205 i 14 55 i 3 147 t 6 ** 
contenido AcPu ND ND ND 
Cnmol/6rg) . 
N' -AcSd 2,29 i: 0,14 1,Ol & 0,02 2,60 I 0,24 ** 
AcSp 2,75 I 0,12 1,14 I 0,02 2 ,49  i: O,11 ** 
- 
Concentracich AcPu ND ND ND -. 
(nlltol/a[) 
N' -AcSd 11,Z I 0,35 18,7 I 1,06 17,8 I 1,48 
AcSp 13,5 ,+ 0,66 21,O i 1,36 17,O I 0,94 * 
-a IX .  Contenido y coracentración tisular de a c e t i l -  
putrescina ( AcPu) , N' -aceti lespermidina (N4 -AcSd), NI-aceti l- 
sspermictina {Na-AcSd) y N'-acetilespermina (AcSp) en ratas 
intactas, castradas y castradas tratadas c m  propionato de 
testosterona (0,5 mg cada 2 dias durante 7 d i a s ) .  Los valores 
representan promedios f ES para 4 deteminaciones indivi-  
duales. * P < 0,05. ** P < 0;01 con respecto a los valores 
obtemidás en los aniaales castrados. 
Losi r e s u ~ t d o s  presentados en esta sección demas-bran que 
existe un ackivo aetabúliemo de las; poliaminas en el  epi- 
didimo. de rata, y que dicho metabolismo se encuentra bajo el 
ecmtrol gredciliiinasf8e de larsi ands6genos. Para e l l o ,  se anali-  
saran las actividades de las dos e~tzirnas Igás importantes de 
su metabolismo, OBC y S U C ,  los  niveles -de poliaiiainas y la 
presecricáa de f o m s  acet.iladas como in.teraiediarios! de s u  
interomvers idn. 
L a  actividad ODC, considerada fa -enzima l imitante de la 
s ínees is  de goliarainas, fue  el  primer parbetro estudiado, 
debido a que en la mayoria de los casos s u  actividad es e l  
- - :  
indicador más sensible. + variaciones .en e l  entorno hormonal. 
E1 estudió ontogénico de l a  actividad ODC indicó que 6sta 
es indetectable antes de los  25 dias  de edad. Es convaniente 
dwtacar qw en todos loa ceraros en que se . ccrnsideró a , %a 
m t i v i d d  no d e w t a b l e ,  no fue posible obzimer valores srupre- 
r iores  al dable de loa blancos de rsaccih auE ean la iaáxima 
cantidad da proteiact u t i l i aab le  ( 2  mg) Y a valores de acti- 
vidad sspecif ica de 1s orni t ina hasta 5 ve-~ los utiliieados 
para deteotar. aotividad en animales intactos de 45 di- de 
dad. L a  aguda activacidn de la ODC epididiirtaria hacia el d í a  
25 ya hace c i e r t a  alusión al  control  androgdnico de e s t a  
enainaa. Entre los 20 y 25  d i a s  de  edad, aumenta la pro- 
ducción de  andrógenos t s s t i c u l a r e s  (Podest4 y Rivarola, 1974; 
Wer, 19771, se hace detectable el contenido epididimaario de 
DHT y de lo s  receptores c i to só l i cos  de andrbgmoa (Calandra y 
col., 1974) y se produce un aumento en los  n iveles  de A3P en 
l a  cabeza del  epidídinao (Hansson y col., 1974). Según ot ros  
autores (Danzo y Eller, 1985) la proteina l igadora de andró- 
genos (ABP) se detecta  en el e p i d í d i m  de rata hacia el 
d í a  25. Estas evidencias son indicat ivas  de un aumento de la 
disponibil idad de, andr6genos en el epidídimo a esa edad. En 
relación a esto, Setty y Jehan (1977) deamstraron que la f a se  
d e  mayor creciniento d e l  epididimo, evaluada por examen 
histol&gico, comienaa hacia  el bia 21, l o  cual  se encuentra 
en aceptable correspondencia con el  pico de incorporación de 
t i n i d i n a  al  ADN que se detecta en el epididimo en el  día 25 
(De Lanainat y col.  , 1981). 
Los presentes resultados demuestran que la actividad ODC 
ss h a l l a  bajo un estricgt;o control  androg9nioo en el  epidi-  
dimo de rata. Y a  a las 12 horas post-cas.Craoión, su 
actividad,  expresada por mg de proteina, disminuye en d s  d e l  
?O%, alcanzando niveles cercaos a1 limite de sensibi l idad 
del ensayo ar las 72 horas. L a  disminución de  la a c t i v i d d  se 
h a l l a  relacionada temporalmente con l a  caida de los  
# 
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andr&snos circulantes. Westros resultados son compatibles 
con los obtenidos por otros autores (Coyotupa y col., 1973), 
quienes analizaron la cinetiea de caida de los andrdgenos 
circulantes provocada por la castraciún a tieapos muy cortos: 
al nienos en ratas adult&s, la oancentración seria des testos- 
terma y Sa-DHT disminuye luego de la castracidn con una vida 
media inicial de 5 a 7 minutos. Por otra parta, si bien en el 
presente trabajo no se analizó la cinética de caída d e -  los 
erndrdgenq epididiinarios post-castración, el intervalo de 
tiempo -$re la castración y ia inhibición de la ODC se 
encuentra en excalente coacordancia con los resultados de 
Agfjos y Vreeburg (1972), quienes observaron que luego de la 
castración la DHT desaparece del epididiw cm una vida media 
de 4 a 5 horas. Por lo tanto, según lo hallado por dichos 
autores el contenido-epididimario de DHT caeria en un 80% a 
las 12 horas post-castración. Los mismos autores demostraron 
que a las 6 horas post-castracidn el contenido intraepi- 
didinmrio de DHT cae en un 70%. Según lo hallado en el 
presente trabajo (Figura 19), a tal tiempo la ODC no se halla 
afectada, indicando que el contenido epididiarario de DHT es 
~iitlcb WOF que el neoesario garra mantener una sstimlacib 
d x i m  de la actividad ODC, al menos en la rsita de 45 dias de 
edad. Esta hig6tesis se verifica por la falta de efecto de la 
tetstosterona exdgena sobre la ODC en ratas intactas de la 
misma d a d  (Figura 25). 
La actividad enai9iPrtica es inducida por una Qnica dosis de 
testosterona luego de 12 horas, y se conserva mientras se 
mantienen concentraciones séricas de andrógenos por encima o 
cercanas a las fisiol&icas (Figura 20). En los esquemas de 
administracibn crónica, la alta sensibilidad de la ODC a los 
andrógenos es revelada por el hecho de que fa administración 
de una muy baja dosis (20 pg cada 2 días) de PT restaura la 
actividad. Sin embargo, la sensibilidad al artbrs6fsno parece 
variar con el tiempo transcurrido entre la castración y el 
camit3nzo del trataaiento. En efecto, coanparando las Figuras 
21 y 25 se puede observar que la respuesta al PT es mayor en 
ratas castradas y mantenidas sin reemplazo androgénico 
durante 7 días, que en aquellas en las que se comenzó el 
tratamiento a las 24 horas. En el primer caso se obtuvo una 
estimulación por encima de los valores de los controles 
intactos, mientras que en el segundo la respuesta no super6 
el valor control. Ursa posible explicación de asta difsreneia 
es que la castración a largo plazo resultaria en una 
supersensibilización del drgano a la acción androgénica, 
probablemente por un aumento del núipsro de receptores activos 
o por aumento de la afinidad de 20s receptores por el 
ligasido. El reemplaza inmediato con andrógenos prevendria 
> 
este efecto. Esta hipdtesis es compatible con los resultados 
obtenidos por Tesón y Blaquier ( 1983), quienes demostraron 
que si bien el número de receptores citosólicos de andrógenos 
disminuye en el epidídirnto a los  6 dias post-castración, se 
produce un aumento en el  valor  de Ka de los  receptores rema- 
nentes. Este efec to  no se -observa a los  S d i a s  
post-castración. 
L a  acción del  an t i and raeno  ace ta to  de cigra terona fue  eví- - 
dente en v i s t a  de  que una dosis de 10 m g  c d a  2 días dismi- 
nuyó l a  actividad ODC inducida por 200 ~g de PT a los valores 
obtenidos por administraci6n de  20 pg de l  andrógeno, es decir 
una inhibicicln de l  90%. E l  ace ta to  de ciproterona actúa  en el 
e p i d í d i m  inhibiendo la t ras locación nuclear de l - r ecep to r  de 
, andrbgenos inducida por 5a-DHT (Teaón y c o l . ,  1982), l o  cual 
sugiere  la par t ic ipación de un receptor funcional 'de andró- 
genos para la  inducción de  la  ODC. En consonancia con los  
presentes resultados, -tambidn en e l  ririón de! - ratón la 
inducción de l a  ODC por tes tos terona fue bloqueada por el 
ace ta to  de ciproterona ( B ~ i l ~ c k ~  1983). 
El -e%em-t:a a h w a d o  no es especifico para la - tcsstoste.~orra, 
por cuanto o t ro s  andr&enos (DHT y 3a-diol) t&i$n estimulan 
la  ODC epididimaria (Figura 22). El menor grado d e  act ivación 
, pop Sa-diol coincide c m  su m o r  actividad- andragdnica con 
rerspeoto a T y DHT, si bien esta compuesto es considerado un 
andr&eno act ivo en el  epidídirno de rata entra los dias SO y 
30 de edad (De Lamina t  y col .  , 1981). 
El epididimo recibe d r ó g e n o s  de -boa t e s t i c u l o s  y de las 
glandulas adrenales por via sanguinea a t ravds  d e l  plexo 
paaapiniforrae, y por vía luminal del testiculo ipsilateral. 
Memás,  los andrógenos son probablemente sintetizados en al 
propio tejido. Con el objeta de evaluar la participacih de 
los aportes atmguineo y lwninal en la inducción de la acti- 
vid& ODC, se efectuaron los experimentos de hemicastración y 
ligadura de los conductos eferentes, en los que se previene 
la entrada al epididimo del liquido proveniente del testi- 
culo. En ambos modelos, si bien la concentraci6n sérica de 
ezzdrdgenos cae inicialmente, se encuentra normalizada a los 
tiempos analizados en nuestros experimentos. Tanto por 
hemicastración (Figura 23) coma por ligadura de lás: conductos 
eferentes (Figura 24) la actividad ODC epididimaria no 
resultó modificada con respecto al lado intacto. La posterior 
remoción del testiculo remaaente a ratas hemicastradas 
nuevamente llev6 la actividad ODC a valores no detectables, 
indicando así que el aporte sanguíneo de andrúgenos es sufi- 
ciente pero esencial parea el mmteaiianiento de la actividad. 
Durante las 3 prigteras semanas de edad en la rata, el epi- 
didiaao estA exclusivaniente sujeto al control ejercido por los 
andrógenos sdricos, por cuanto no se ha iniciado atin el 
aporte de liquido testicular (Resko y col., 1968; Dohler y 
Wuttke, 1975). La castración unilateral y la ligadura de los 
conductos eferentes antes de esta edad provoca marcadas 
alteraciones en la difereñlciaci6n del epididim, d s  evi- 
dentes en el segmento inicial y en las cblulas principales 
(Delongeas y col. , 19871, destacando la importanciá del 
liquido luminal en este proceso. Además, uno o más oompo- 
nentes luminales podría actuar per se o sinérgicamente con 
dtros factores sdricos diferentes de los andr&fenos, como por 
ejesplo la PRL. Las resultados presentados no permiten 
distinguir c d l  es el origen de los factores que desen- 
cadenan la activacidn de la ODC hacia el dia 25, pero 
demuestran que una vez que el epitelio se encuentra comple- 
tamente diferencí'ado, dicha actividad no depende del aporte 
luminal y si de Los andrógenos s6ricos. 
La actividad ODC fue aumentada por incubación de cortes de 
epididímo en medio quimicamente definido conteniendo 
testosterana (Figura 26). La inhibición de dicho efecto por 
cicloheximida sugiere la participación de la síntesis 
groteica en la activación de la ODC. No obstante no puede 
descartarse la presencia de antienaima en este órgano y un 
, . posible sol del anbrógeno sobre la interacoión OIIC-antienziaa 
o sobre la vida media de la eneima. 
Resultó de interés, posteriormente, analizar la actividad 
ODC coma marcadora de la potencia antiandrog6nics de la 
flutdda a nivel epididimario. Hasta el presente, este 
compuesto es al único antiandr&eno que actúa exclusivamente. 
a nivel de receptor, y no posee actividad sobre la libe- 
ración de gonadotrofinas a nivel hipotalámico-hipofisario. 
Luego de su conversión en el higado a una forma hidroxilada 
b i o 1 6 g i c ~ e n t e  ac t iva  (Katchen y Buxbaum, 1975), e s t e  
coaapuesto se une especificamente y con alta afinidad al  
receptor de  andr6genos de di fe ren tes  t e j i dos  (Raynaud y c o l . ,  
1979; Schmidt y Katzenellenbogen, 1979; Sigiard y c o l . ,  1986). 
En el  rifión d e  ratón, considerado un modelo adecuado para e l  
estudio d e l  mecanismo de acción de  andrógsnos, se demostró 
que la flutarnida inhibe la inducción, mediada por andró- 
genos, de la  actividad ODC y d e l  ARM mensajero d e  la  enzima, 
por medio de  la formación de complejos nucleares inactivos 
(Kontula y co l . ,  1985). Estudios previos (Sufrin y Coffey, 
1973) demuestrar~. que en la prós t a t a  ventral  la  flutamida 
inhibe en forma e fec t iva  la  s í n t e s i s  de ADN inducida por 
testoaterona.  Sin embargo, los  resultados obtenidos por admi- 
n i s t rac ión  de este compuesto no parecen r e f l e j a r  claramente 
su acción antiandrogénica a nive l  epididimario (Dhar y Setty,  
1976; Dhar y col .  , 1982). 
En ratas in tac tas ,  la  flutermida redujo e l  peso d e l  
ep id fd im y la actividad ODC de  este órgano. Sin embargo, 
fueron necesarias altas dosis d e l  a n t i d r 6 g e n o  para que se 
ilaanifestara su acción, y aun en estas condiciones la inhi-  
b i c i& de l a  ODC fue  parc ia l .  Estos resultados aparentemente 
no confirman la  andraeno-dependencia de la  ODC, que 
desciende a valores no detectables  por castración. En conse- 
cuencia, se decidió es tud ia r  en que medida la administración 
de flutamida provoca un aumento de? la  producción de andró- 
genos, que i n t e r f e r i r i a  en la propia acción de1 anti- 
andrógeno. D e  acuerda a nuestros resul tados ,  la  f lutamida 
actuaría a n i v e l  hipotalámico-hipofisario aumentando l o s  
n ive les  sd r icos  d e  LH (Figura 27).  Sin duda, este efec to  
resulta d e l  bloqueo de los receptores h ipo f i s a r i o s  de andrb- 
genos que in tervienen en el mcanismo de retroal imentacián 
negat iva de la s í n t e s i s  de LH (Sirnard y co l .  , 1986), s i n  
descar ta r se  la  pos ib i l idad  de un e fec to  sobre la vida  media 
' de La hormona. Deinczstramos además - que la  LH 1 iberada en esta 
s i tuac ión  es biol&ieamm-te a c t i v a  .(Tabla I V ) .  Como 
conazecueneia de esto, l o s  niveles sericos e intraepi- 
didiaastrias de andrógenos se ha l l an  incrementados (Figuras 27 
Y 28), muy p~ebablsmente como resubSado de la estinnilatciún de 
b;@q $a s i n t e s i s  de andrógenos t e s t i c u l a r e s .  N o  obstante, no pude 
descar ta r se  un e fec to  de l a  f lutamida sobre el catabolismo de 
P enos a n i v e l  hepAtico. El  hecho de que el t e s t i c u l o  
. .. - n7T1T#, 
l $ . .  @-'al awwmto de LH implica, a su vea, qw la f luta- 
mi* .m d d a  la a a t a m i d o g h e s i s  tast icular t , .ni  interi-irrre en 
la acciban d e  la gmadot ro f ina  a las d o s i s  u t i l i a adaa .  . 
m Aad, la .aucitJn de la  flutaaidai. en e p t d i d i m  de ratas . . 
. - i n t & a W  resu3%= iatsrf eridá por 2 b c h o s  : : 2)  la alta concen- 
t r a ~ & &  de andr&genos en el  epididimo, que es mayor que la de 
Los d-5 6rganos jir&geno-dsperidientes - (Pujo1 y col., 
* -  . 1976); 2)  la ya alta conce3ntracih in t saep id id i rna~ ia  d a  
- 
. .. . - . _anrl.r&enoo :,es incmmentada por accib de la <f lutamida. El 
hecho de que la afinidad de la DH.T por el receptor de 
andrógenos es 100 veces superior a la de la flutamida hidro- 
xilda (Sinretrd Y col., 1986) implica que pequeños aumentos en 
los niveles de andrbgenos intarferirh considerablemente en 
la acción de la flutmida. 
Por otro lado, se damostrd que el epididimo posee recep- 
tores para PRL (Orgebin-Crist y D jiane, 1979) y que esta 
horm~na aumenta la concentraci6n nuclear de DHT en epidídimo 
de ratas hipof isectomizadas (Baker y col. , 1979). En conse- 
cuencia, un posible aumento en los niveles de PRL podría 
resultar en una sensibiliaaci6n del epidídimo a los andró- 
genos. No obstante, los niveles de PRL no fueron modificados 
por tratamiento con flutamida (Figura S ? ) ,  por lo que se 
descarta esta posibilidad. 
Los experimentos en ratas castradas tratadas con PT 
confirman la hipdtesis de que los andrógenos interfieren 
asarcPld-te en la acción de la flutamida. En efecto, la 
. actividad ODC inducida por PT result6 inhibida por flutamida 
a bajas dosis. A la dosis de 5 mg result6 indetectable, es 
decir que esta situación es análoga a la de la castración. 
Un marcador de la acción de los erndrógenos testiculares en 
un determinado tejido debe cumplir al menos los siguientes 
requisitos: 1) disminuir por castración; 2) dicha dismi- 
nucidn debe ocurrir a una velocidad que refleje la. caída en 
el aporte de andrógenos al tejido; 3) . debe restaurarse en 
ratas castradas por reeñqrlasa androgtjnioo; 4) dicha restau- 
raci6n debe ocurrir a una velocidad compatible con la 
cindtica de acción del andrógeno; 5) debido a que el epitelio 
epididimrio es andr6geno-dependiente en toda su longitud 
(aunque en diferente grado), el efecto de la castración y del 
reemplazo androgénico sobre el marrcdor en cuestión debe 
observarse en los diferentes segmentos del epidfdimo en una 
forma oompatible con su andrógeno-dependencia; 6) debe 
disminuir a valores cercanos a los obtenidos por castración, 
por adasiinistración de un compuesto de reconocida actividad 
MUP~FOSOS grup.os han intentado buscar ind icadores de acci6n 
androgrjnica en el epidídimo. Para ello, se enfoch la atención 
prefe~enternenta sobre aquel las especies sintetizadas y 
segregadas específicamente por el epidídimo, o captadas de 
- cfrcufqción y concentradas en el 6rgano. Sin embargo, resulta 
.. ,.d.ifdcf.l evaluar la utilidad de aquellas especies prsasentes en 
l .  - 1 '  .el.egi$elio y el lurnen epididimarios, ya que tanto la función 
- 
'abatortiva como la secretaria del epidídimo son reguladas por 
-andr&enos- Así, ha expresión de los resultados en términos 
de cmtenido total, concentración por gramo de tejido o 
cmcer~bsación por u1 de fluido luminal llevan en mucho casos 
a rmJtados contradictorios. Así,  se 'espera que una especie 
, intrcdicelular no segregada hacia el lurnen sea un marcador más 
confiable de ándrdgeno-dependencia. 
En este sentido, diferentes actividades enzimdticas han 
sido utilizadas con la intencidn de evaluar la actividad 
metabólica del opididim en un determinado entorno andro- 
g e ~ i c o  (Rastogi y col., 1979; Brooks, 1981). No obstante, la 
mayoria de ellas no reflejan claramente el estado androgénico 
del órgano, por cuanto no son afectadas o aun son esti- 
muladas por castración a largo p1az;o (Rastogi y col., 1979). 
En el caso de las enzirnas del camino glucolitico, su acti- 
vida& es inhibida. por castración (Brooks, 1976), pero el 
. ti-empo necesario para alcanzarse un estado estacionario es 
aoas.iderablearente largo, indudablemente como consecuencia de 
su baja velocidad de recambio. Los presentes resultados 
demuestran que la ODC cumple todos los requisitos mencio- 
nados, debido a que es una enzima intracelular y su corta 
vida media permite una rápida reepuesta a variaciones en el 
entorno androg6nico. 
Mediante los modelos experimentales uti liaados, hemos 
.farado crear diferentes situaciones que pueden dividirse en 
los siguientes grupos: 
a )  animales. intactos no tratados, con altos niveles de 
actividad ODC. 
2) animales intactos tratados con flutamida, con actividad 
ODC parcialmente inhibida. 
3 )  animales castrados y animales castrados inyectados con 
testosterona y flutamida, con actividad ODC inhibida a 
valores no detectables. 
Resultó de interés, entonces, analizar la correlacidn entre 
la actividad ODC y el trofismo del epidídimo por medio del 
análisis histoldgico. Como puede observarse en las Figuras 30 
a 32 y en la Tabla Vf, existe una estrecha relación entre los 
parámetros histológicos (especialmente el diámetro tubular) y 
los valores de actividad ODC de cada grupo, confirmando que 
la ODC es un marcador sensible y confiable de la acción de 
andrógenos y anti.andrógenos sobre el trofismo del epidídimo. 
tiogina descarboxi 
La reacción catalizada por la SMDC provee el sustrato para 
la formación de espermina a partir de espermidina, y de ésta 
a partir de gutrescina. En algunos tejidos, tales como la 
prdstata y las vesículas seminales de ratas castradas 
tratadas con andrógenos (Kagyatfio y col., 1980), la sintesis 
de SAM,descarboxilada ocurre a una velocidad menor que la de 
putrescina, y por consiguiente constituye la etapa limitante 
en la síntesis de espermidina y espermina. Estos compuestos 
son considerados mucho &S activos que su precursor, putres- 
cina. Asi, ambas actividades, ODC y SAMDC, son necesarias 
para la sintesis de espermidina y espernaina, y resultó de 
interlos , entonces, evaluar tambi6n esta Qltima aMividad en 
los mismaos modelos exgerigtentales que los utilizados para el 
El valor da! Km para la reacción de descarboxilación del SAM 
en el epididirao, descrigto en- el presente trabajo, se 
- enouentra en concordancia con 1- resultados descriptos para 
la enzima de próstata (Pegg y Williams-Ashmn, 19691, si bien 
la actividad en el epididimo es unas 6 veces menor que la 
descripta en ese 6rgano. 
Por filtraci6n de la greparaeián a través de Sephadex- para 
eliainar la putrescina endórjena, se comprobó una marcada 
, dependencia de esta diantina para la actividad, en forma 
d l o g a  a lo descripts en otros tejidos (Pegg y 
Williams-Ashman, 1969). La existencia de una actividad en 
ausencia de putrescina en preparaciones no filtradas no 
implica de ninguna manera que dicha actividad opera en el 
egidídirno en condiciones fisiológicas, por cuanto la 
putrescina presente en la preparación puede no reflejar la 
corsc9nkraaión en el espacio intracelular disptmib1;e a la 
satar>c. 
La actividad SAMDC, al igual que la ODC, preeentd las 
. r=amctsrísticas de una enailna drdgeno-dependiente. #o 
abstmke, no parece constituir un marcador de acción 
mdragénica tan sensible como la ODC. En priaer lugar, si 
. bien el HIC~XIII~C) de actividad S W G  se produce a los 25: dias de 
edad (Figura 371, existe una actividad basa1 detectable al 
ram-ms a los 15 dias, edad a la cual el spidídirno es 
insensible a la acción de los andrógenos, y no se ha 
producida aún una entrada efectiva de andrógenos al órgano. 
En segundo lugar, su actividad disminuye por castración pero 
con una cinética mucho menor que la ODC. La actividad SAMDC 
se mantiene invariable durante 2 días post-castracion; a este 
tiempo, se ha producido ya una considerable disminución del 
contenido epididimario de andrhgenos (Aafjes y Vreeburg, 
1 9 7 2 ) .  Este resultado ofrece al menos 2 posibilidades: 1) la 
. .  
vida media de la SAMDC sería considerablemente mayor que la 
de la ODC, en aparente discordancia con el valor de 1 hora 
descripto para la SAMDC de otras fuentes (Tabor y Tsbor, 
1984); 2) la actividad SAMDC epididimaria sería mantenida por 
otros factores testiculares, diferentes de los andrógenos, de 
baja velocidad de recambio en el epiídimo, o por factores no 
testiculares. En tercer lugar, ni la castración a largo plazo 
(7 días) ni la administración de flutamida a ratas castradas 
tratadas con PT conducen a la perdida total de la actividad. 
Estos resultados, junto al hecho de que existe actividad 
SAMDC en epidídimos aún no diferenciados, apoyan la idea de 
la presencia de al menos una forma de la enzima no regulable 
por andrógenos. Con los datos disponibles no es posible 
evaluar la existencia de isoformas de la enzima con 
regulación diferencial, ni la distribución de éstas en los 
diferentes tipos celulares del epidídimo. Se considera que 
las células principales del epidídimo son mucho más sensibles 
1 
a la acción de los andrógenos que los otros tipos celulares 
presentes en el epidídimo (Moore y Bedford, 1979aJ 1979b) .  En 
consecuencia, es probable que la ODC se encuentre 
en las célillas principales, mientras que la 
S M D C  podría encontrarse presente también en otros tipos 
celulares con menor sensibilidad o insensibles a andrógenos. 
Alternativamente, la coexistencia de isoformas en la misma 
celula podría asegurar la formacit5n de espermidins y 
espermina en ausencia del est,inuulo androgénico, por ejemplo a 
partir de putrescina captada de la circulación. 
Niveles de ~oliaminas 
El objetivo de estos experimentos fue analizar de qué 
manera las variaciones en las actividades limitantes de la 
síntesis de poliaminas llevan a cambios en el contenido y la 
concentración epididimarios de estos compuestos. A tal 
efecto, es necesario tener en cuenta que la particular 
situación del epidídimu con referencia al testículo impide 
una comparación directa entre epidídimos de animales intactos 
y castrados, por cuanto la castración lleva a la p4rdida 
tanto del estímulo androgénica como de la totalidad del 
aporte luminal, que puede contener concentraciones 
considerables de poliarninas. En efecto, como se desprende de 
las Figuras 43 y 44, 1s hernicsstración, que resulta en la 
sup res ión  d e l  aporte luminal  pero manteniendo en forma 
acep tab le  las c a r a c t e r í s t i c a s  h i s t o l ó g i c a s  d e l  e p i t e l i o ,  
r e s u l t a -  en una caída del conten ido  d e  p u t r e s c i n a  y 
p o l i m i n a s ,  s i n  12ambios en su  eoncen-t;ración t i s u l u r .  Este 
hecho s u g i e r e  que una f r a c c i ó n  cons ide rab le  d e  l a  p u t r e s c i n a  
y las pol iaminas  determinadas en e l  epidídimo proviene d e l  
aporte t e s t i c u l a r .  Por cons igu ien t e ,  l o s  e f e c t o s  d e  l o s  
andr6genos s S l o  pueitzn eva lua r se  considerando como c o n t r o l e s  
r u t a s  c a s t r a d a s , .  kiemicastradas o con l i g a d u r a  de  l o s  
conductos e f e r e n t e s .  
Los experimentos r e a l i z a d o s  demuestran que l a  c a s t r a c i ó n  a 
c o r t o  p l azo  ( 2 4  y 48 h o r a s ) ,  s i n  a l t e r a c i o n e s  d e l  peso d e l  
epidídimo, r e s u l t a  en una disminuci6n d e  l o s  niveles 
epíciidimarios d e  pu t r e sc ina ,  s i n  cambios en espermidina y 
espermina ( F i g u r a  45). E l  hecho d e  que a e s t e  tiempo l a  ODC 
se encuent ra  ya en  va lo re s  no d e t e c t a b l e s ,  y que 1s c a í d a  d e  
p u t r e s c i n a  es prevenida por  t r a t a m i e n t o  con PT (F igu ra  46)  
s u g i e r e  que a l  menos una f r a c c i 6 n  importante d e  l a  p u t r e s c i n a  
determinada es de or igen  ep id id imar io .  La f a l t a  d e  e f e c t o  
sobre espermidina y esperrnina i n d i c a  una menor velocidad d e  
recambio de las pol iaminas  con respecto a l  precu r so r .  Además, 
l a  disminución en p u t r e s c i n a  sin camnbios en poliaminas 
s u g i e r e  l a  convers ión de a q u é l l a  a o t r o  t i p o  d e  compuestos. 
Se i n t e n t ó  a n a l i z a r  l a  a c e t i l a c i ó n  de la p u t r e s c i n a  en estas 
condiciones ,  pe ro  la  baja s e n s i b i l i d a d  d e l  método u t i l i z a d o  
no permitio corroborar este hecho. Una segunda posibilidad 
sería su conversi8n a productos de oxidación tales como el 
ácido gama-aminobutírico (GABA) . A este respecto, resultados 
de nuestro laboratorio indican que el GABA es un 
constituyente normal del tejido testicular de rata (Ritta y 
Calandra, 19861, y podría ser sintetizado también en el 
epidídimo. 
Los experimentos de castración a largo plazo indican una 
marcada caída del' contenido de putresritia y poliaminas luego 
de 7 días. Este efecto obedece obviamente tanto a la falta 
del aporte testicular como a la atrofia del epidídimo. El 
tratamiento con PT fue efectivo en el orden putrescina > 
ezperrnidina > esperrnina. La accicjn sntiandrogi5nica de la 
f lutsmida se corresponde exactamente con la acción 
androgenica de la testosteruna (Tabla VIII). Ademjs, con la 
excepcion de la leve disminución de espermidina por 
castración, la concentraciljn tisular de poliaminas no se vio 
afectada por castración ni por reeraplazo androgénico. Estos 
hechos permiten sugerir que: 1) el principal punto de control 
de los niveles de poliaminns se halla a nivel de ODC, por 
cuanto su producto directo es el más afectado por castración 
y reemplazo androgénico; 2) la concentraci6n tisular de 
poliaminas se mantiene constante en los modelos utilizados. 
La explicaci8n m8s simple de este fenómeno sería que la falta 
de androgenos estimula la captacihn de poliaminas 
circulantes. En referencia a esto, en otros modelos ha sido 
descripto un mecanismo de transporte de poliaminas a través 
de la membrana plasdtica (Bachrach y Seiler, 1981; Volkow y 
col., 1983; Rinehart y Chen, 1984). L a  putrescina radiactiva, 
inyectada sistémicamente, es captada por la prdstata en mayor 
grado que otros 6rgmos (Clark y Fair, 19751, y esta 
captación es incrementada cuando la síntesis de poliaminas se 
encuentra inhibida por tratamiento con DFMO (Kadmon y col. , 
1982). Una expliuacián alternativa sería la inhibicion por 
castración del catabolismo de las poliaminas. De todos modos, 
interesa rescatar que el epidídimo parece disponer de 
mecanismos para prevenir la disminución de la concentracion 
de las poliaminas más activas. 
Acetilación de poliaminas 
L a  determinácibn de scetilputrescina y acetilpoliaminas se 
vio dificultada por el hecho de que su concentración es 
extremadau~ente baja en el epidídimo, y s e  encuentra en el 
límite de deteccion del ensayo. Modificando la técnica 
original, fue posible detectar los derivados acetilados de 
espermidina y espermina, pero no la acetilputrescina. El 
objetivo de estos ensayos fue analizar si la acetilación de 
polianinas, proceso que media su interconversión, es activa 
en el epidídimo, y sus posibles modificaciones por castracion 
y t r a t amien to  con PT. Como se observa en la Tabla I X ,  l a  
concentraci6n ep-ididimaria de  ace t i lpol ia r r~inas  aumentó luego 
de l a  cas t rac ión .  Es te  e f e c t o  se h a l l a  de acuerdo con l a  
observación de que las poliaminas a e e t i l a d a s  se hacen 
d e t e c t a b l e s  en s i tuac iones  en que la degradaci8n de l a s  
poliaminas se  encuentra aumentada (Bolkenius y S e i l e r ,  1981).  
E s  de  esperar que l a  prodilccirjn de poliaminas ace t i l adas  
ocurra a expensas de las poliaminas l i b r e s .  Cabe señalar que 
en estos experimentos e l  aumento de poliaminas a c e t i l v d a s  fue  
d e l  orden de  SO nmoles/g de  t e j i d o ,  por l o  cual  no s e  de tec ta  
la disminución concomitante de la  concentracion de 
poliarninas, que se encuentran en n ive les  rnucho mayores. A s í ,  
l a  acetilación no parece c o n s t i t u i r  un mecanismo de 
eliminación de  poliaminas en e l  epidídimo de  rata castrada,  
a l  menos h a s t a  los  7 d i a s  post-castracibn.  Esto estaría de 
acuerdo con l a  nociGn de  que e l  epidídimo, luego de l a  caída 
d e  mdrijgenof;, pondría en juego l o s  mecanismos necesar ios  
pa ra  e v i t a r  l a  pérdida de  poliaminas. 
Pos ib le  r o l  de las p o l i m i n a s  e ~ i d i d i m a r i a s  en la maduración 
del espermatozoide , . , .  . 
L a  determinación de  pu t resc ina  y poliarninas en 
espermatuzoitles a i s lados  de cabeza, cuerpo y c o l a  de 
epidídirno indicó que el conterlldo de  put resc ina ,  espermidina 
y espermina aumenta durante el tránsito del espermatozoide a 
traves del epidídimo. Es interesante señalar la coincidencia 
de la distribución de las actividades ODC y SMIDC en los tres 
segmentos del epidídimo (Figuras 18 y 36) con el perfil 
observado en el contenido de putrescina y poliaminas en 
espermatozoides (Figura 47). Estudios realizados por Macindoe 
y Turkington (1973) y Qian y col. (1985) demuestran que el 
espermatozoide no presenta actividades ODC y SAMDC, si bien 
la primera ~aziraa es detectable Por técnicas 
inmunohistoquimicas en la región acrosomal. El aumento del 
contenido de poliaminas durante el tránsito epididimario 
junto a estas evidencias sugiere, entonces, que el 
espermatozoide captaría poliaminas durante su permanencia en 
el epidídimo. Por consiguiente, este 6rgano podría segregar 
putrescina y poliaminas al lumen epididimario para contribuir 
a la maduraci8n del espermatozoide. 
La única evidencia descripta hasta el presente (Bamberg 5 
col., 1975) indica que en espermatozoides bovinos ocurre una 
disminución en los niveles de po l iminas  durante la 
maduración, en aparente desacuerdo con los presentes 
resultados. No obstante, es necesario recordar que el plasma 
seminal bovino, a excepción del de otros mamíferos, contiene 
sólo trazas de poliaminas (Mann, 19641, de rnanera que dicho 
modelo no es homologable al utilizado en el presente trabajo. 
La idea de que el epidídimo posee una capacidad secretora 
de poliaminas es también apoyada, en forma menos directa, por 
el hecho de que la testosterona mantiene cr6r.iicamente altos 
niveles de actividad ODC y SAMDC. En numerosos cacos 
estudiados, la ectimulación de ambas actividades es 
transitoria aun manteniendo altas concentraciones del factor 
estimulatorio, fenómeno atribuido a la represión de la 
síntesis de las enzimas por las poliaminas producidas 
inicialmente. El hecho de que esta inkibici6n uo se produzca 
en el epidídimo sugiere que en este órgano no ocurre una 
aci-imulaci6n intracelular de poliminas, en forma análoga a lo 
descripto en el rirliin y la priistatu, activos secretores de 
poliarninac hacia la orina y el semen (Henningsson y col., 
1978; Pajunen y col. , 1982; Piik y col. , 1977). 
Cabe finalmente preguntarse cuál sería la participación de 
las poliaminac en la maduración del espermatozoide. En 
relacion 3 esto, ha sido descripto (Haskinc y col., 1974) que 
durante el t~ánsito por el epidídimo se incrementan los 
niveles intracelulares de AMP cíclico del espermatozoide; por 
otro lado, las poliaminas activan la adenilato ciclasa (Shah 
y col., 1975; Casillas y col., 1980) e inhiben la 
fosfodiesterasa de AMPc (Shaki y Sheth, 1978) del 
espermatozoide. El aumento del contenido de AMPc durante la 
maduración del espermatozoide podría ser, entonces, una 
cunse~=uenciu de l a  acciOa de las paliaminas a este nivel. 
Pulkkinen y cal. ( 1975) observaron que concentraciones 
f i s i o l t j g i c a s  de esperuiitia estiiii1~1ai.i a friict3l isis por 
espcrit~:it,ozt~i~lc::; epididirriori oí; y po t,erici ari inarcaclarneri Lr: e1 
2+ efec l ;~~ rlel Ca sobre d i  proceso. A s vez, la 
~ar t~ ic iy lnc iá r -1  del caz+ en l n  i r ~ i c i a c i ó n  de l a  rnotilidad del 
espermat;c~zoide parece ser rne r i i - u i~~  .iwr* l a  ectirnnlación t i , ?  la 
sínt,er:ir; cle AMl'c (Mort,riri y co l .  , L9'74). Por otero lado, una 
ac~irjti rjjrf:r:t;a de las p13iiainiriac; rtti e1 espeririat;~zoido f u e  
sugcrida por A t m n r  y c o l .  ( 1901 ) , quienns describierc,ri cri  
espernisk.c~zriir-les epididirnar ios  iina ai:tivici:~ci prot;eíiia quinasa  
clepericlicii-te cle pc-)limriiria~;. Esta.; cv ideiicias y los  presen Les 
rc..;i~lt;arlo~; pet-ini-beri siigerii qiio a lgunos  procesos que oc-.urreti 
ystsdr ía1.i F;cr r e ~ ; u l a r l o ~ ;  por las p o l i a r n i n a s  segregadas hacia e l  
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1 ) L a  :~ctividad r ~ r n i  t i t i a  rlescarboxi lasa e?: un marcador 
sens ib l e  de la acc ión  1icsi.inc~riul e r i  t e j i d o s  - t ;es t iculur  y 
ap id id i i~ i a r i r> .  Eri el  caso di21 t e s t í c u l o ,  fue p o s i b l e  de1;eci;ar 
l a  exis teiicia de uri r i t r r i o  circacliario c la ramente  def i t l i t lo .  
Adeiru5s, se d e s c r i b i ó  que d i c h a  act;ividad es estimulada por 
prolact , inr\ ,  a1 rnenos e r i  preuenc:ia de una hipóf  isis funciona3.  
a enzima podría ser u t i l i z a d a ,  corno una r e s p u e s t a  
d i f e r e n t e  cle I n  es t imu lnc ión  de l a  c s t e r u í d o g é r ~ e s i c ,  para e1 
e s t u d i o  del  rnecanis~no de accicjn d e  la p i o l a c t i n a  y i le 
i r i teraccit jr l  clc 1 f 1  iizt,cracci8n de e s t a  horrtioria con l a  Id1 a 
n i v e l  de la ct3li~la rie Lcytiig. 
2)  Existe un ac t i vo  metaboliw~io de  pal iaminas  en el 
epidídiniri, iial~i&i~rioc;e d t e c t a d o  utia a l t a  a c i v i d a d  de las 
enzimas 1 irriitaritec de s u  a í i ~ t c s i s ,  o r n i t i r i a  desc:arboxi l u s a  y 
S-ariotios i l. -L--trietiriri i r ia  desea rhax i  l a n a .  Amt,a:: actividades sor> 
dependier1l;es de nnclrógcrlos, preseril;anclo l a  prirriera de el las ,  
c a i a c t e r í s l ; i c a s  d e  s u  c i r t é t i c a  (le inh ib ic i i jn  y ac t ivac i i j n  que 
ref 1 e jzin c l  rrrr~irient~c- l a  t l i  sporiibi 1 idacl de andrrígenos por e l  
rjrgano. C O Z  iguienl;r=, es ta  erlz i r n a  es, segur1 estas 
e v i d e n c i a s ,  el iriejor marcador diz;ponitrlt: para e v a l u a r  I r i  
accihri andrr~6Anicá o a t i t i n t ~ l ~ u g C n i c a  de d i f e r e n t e s  especicr; a 
r i ivel  e y i d i d  irtiaria. 
3 )  S i  bj ~ Z J  una frn(:ci6n de  las pol iaminas d e t e c t a d a s  en e l  
epic'lídirno podr ía  p roveni r  d e  la  secreción t e s t i c u l a r ,  la 
acción de l o s  andrógenos sobre  l a  actividad de las enzimas 
mencionadas resulta en la estimulación de la sintesic de 
p l i r i a  por  ef Organo. E l  aumento del c ~ n t c n i d o  de 
putrescina y espermidina en espermatozoides d u r a n t e  el  
tránsito por el epidídimo indicaría una participacian de 
estos cornpilestos, de origen epiri idimario,  en algunos cambios 
ir:volucrados en su maduraciun. 
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